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resumo 
 
O kiwi é o fruto de uma planta pertencente ao género botânico 
Actinidia, da família das Actinidiaceae. Apesar das suas 
propriedades bioativas, o desperdício anual associado à venda 
e processamento do kiwi é bastante significativo. A actinidina é 
uma cisteína protease que representa 50% da proteína solúvel 
do kiwi. O objetivo deste trabalho foi valorizar o kiwi e os seus 
subprodutos estudando o efeito da actinidina no glúten. A 
enzima foi extraída em quatro condições distintas e os extratos 
sujeitos a um estudo de cinética enzimática com azocaseína. A 
extração que resultou num extrato rico em proteína (rendimento 
superior a 70%) com elevada atividade enzimática específica 
(1,31 a 14,59 U/mg de proteína) consistiu num simples salting 
out da proteína presente no sumo do fruto após 
homogeneização e centrifugação. A zimografia realizada a pH 3, 
6 e 8 mostrou ainda que a enzima é ativa numa vasta gama de 
pH e permitiu identificar diferentes estados de maturação da 
enzima (N-preactinidina e actinidina madura). Realizaram-se 
ensaios preliminares para avaliar o efeito da actinidina no glúten 
através da análise dos hidrolisados de glúten de elevado e 
baixo peso molecular, obtidos após incubação da enzima com 
glúten hidratado e com glúten liofilizado. Os hidrolisados foram 
analisados por FTIR, tendo-se observado alterações estruturais 
nas amostras tratadas com actinidina. Estas alterações 
estruturais foram corroboradas pela alteração do perfil 
eletroforético dos resíduos obtidos após hidrólise e pela 
presença de aminoácidos livres nos sobrenadantes. A análise 
dos hidrolisados obtidos por SDS-PAGE após 1, 2 e 24 horas de 
incubação do glúten liofilizado com actinidina (25, 50 e 75 
μg/mg) mostrou a presença de péptidos com baixo peso 
molecular (entre 30 e 20 kDa). A incubação durante 24 horas 
resulta numa hidrólise mais extensa, com formação adicional de 
péptidos com cerca de 20 kDa. Os resultados obtidos 
permitiram concluir que os extratos de actinidina tem elevado 
potencial para aplicação industrial na produção de hidrolisados 
de glúten, com a vantagem de ser uma metodologia de extração 
simples e de baixo custo. 
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abstract 
 
Kiwifruit is the fruit of a plant belonging to the genus Actinidia, the 
family of Actinidiaceae. Despite its bioactive properties, the 
annual waste associated with fruit commercialization and 
processing is significant. Actinidin is a cysteine protease which 
represents 50% of the soluble protein in kiwifruit. The goal of this 
work was to add value to kiwifruit and its by-products through 
studying actinidin effect in gluten. The enzyme was extracted in 
four different conditions and extracts subjected to enzyme kinetics 
study with azocasein. It was found that the extraction resulting in 
an extract rich in protein (yield greater than 70%) with high 
specific enzyme activity (1.31 to 14.59 U/mg protein) is obtained 
through a simple salting out of the protein present in the fruit juice 
after homogenization and centrifugation. Zymography carried out 
at pH 3, 6 and 8 also showed that the enzyme is active over a 
wide pH range and it was possible to identify the mature and N-
preactinidin. Preliminary experiments were performed to evaluate 
the effect of actinidin on gluten by analysis of the high and low 
molecular weight gluten hydrolysates, obtained after incubation of 
the enzyme with hydrated and freeze-dried gluten. The 
hydrolysates were analysed by FTIR, and it was observed 
structural changes in the samples treated with actinidin. These 
structural changes were corroborated with the changes observed 
in the electrophoretic profile of the residues obtained after 
hydrolysis, and the presence of free amino acids in the 
supernatants. Analysis of the supernatants obtained by SDS-
PAGE after 1, 2 and 24 hours of incubation of the freeze-dried 
gluten with actinidin (25, 50 and 75 μg/mg) showed the presence 
of peptides with lower molecular weight (between 30 and 20 kDa). 
Incubation for 24 hours results in a more extensive hydrolysis with 
formation of additional peptides about 20 kDa. The results 
showed that the actinidin extracts has high potential for industrial 
application in the production of hydrolysed gluten, with the 
advantage of a simple and low cost extracting methodology. 
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I. MOTIVAÇÃO  
O trabalho aqui apresentado surgiu de uma ideia que tive e partilhei com as minhas 
orientadoras, Elisabete Coelho e Ivonne Delgadillo, as quais me deram a oportunidade de a 
explorar na minha dissertação para obtenção do grau de Mestre em Bioquímica, ramo de 
Bioquímica Alimentar. 
Trata-se de estudar duas proteínas do meu interesse: uma enzima, a actinidina, e as 
prolaminas do trigo que formam o glúten. Tive conhecimento da primeira quando fiz a 
unidade curricular de ‘Projeto’ sobre valorização do kiwi de baixo calibre, no último ano 
de licenciatura, tendo-me interessado pelas suas propriedades proteolíticas. No ano 
seguinte tive oportunidade de trabalhar com o glúten, uma rede proteica pela qual também 
me interessei bastante por um lado, devido às suas propriedades viscoelásticas únicas e por 
outro, devido aos problemas de alergia e intolerância a ela associados.  
Estas vivências levaram-me a questionar: ‘Será que a actinidina consegue hidrolisar o 
glúten para que possa ser consumido por indivíduos com uma dieta gluten free?’. Esta 
questão é a principal motivação deste trabalho.  
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II. INTRODUÇÃO  
 KIWI: CARACTERÍSTICAS GERAIS E COMERCIALIZAÇÃO  1
O kiwi é um fruto de plantas do género Actinidia das quais existem cerca de 60 
espécies, muitas representadas por mais do que uma variedade, com várias formas, cores e 
tamanhos (Figura 1). É um fruto que se caracteriza pelo seu sabor agradável, o qual se 
adapta e cresce em condições bastante distintas, desde os trópicos até regiões de clima frio 
(1). Apesar de ser um fruto selvagem nativo da China (2), a sua exploração comercial 
iniciou-se na Nova Zelândia com a espécie A. deliciosa var. ‘Hayward’ por volta dos anos 
70 (1,3) tendo-se rapidamente propagado para a Europa e mundo. Atualmente são 
cultivadas mais de 40 variedades de kiwi, embora as mais conhecidas continuem a ser A. 
deliciosa var. ‘Hayward’ e A. chinensis var. ‘Hort16A’, ambas provenientes de cultivos 
neozelandeses (1,3). 
 
 
Figura 1 Algumas variedades de kiwi (Actinidia sp.). 
 
Os principais produtores e exportadores de kiwi a nível mundial são a Itália, a Nova 
Zelândia e o Chile os quais contabilizaram 73% da produção mundial de kiwi em 2003. Os 
restantes 27% dizem respeito a outros dez países (Portugal, França, Grécia, China, entre 
outros), considerados produtores secundários (4). Em Portugal, a produção de kiwi iniciou-
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se na década de 80 com a plantação de sementes A. deliciosa var. ‘Hayward’ (4), tendo-se 
intensificado em 2000 com a exportação de kiwis para Espanha.  
Os principais produtores portugueses situam-se na região Entre Douro e Minho, tendo 
contribuído com 83% da produção nacional entre 2001 e 2005, seguindo-se a Beira Litoral 
(zona da Bairrada), que contribuiu com 18% da produção nacional no mesmo período (4). 
A campanha de comercialização de kiwi dá-se entre meados de Novembro, estendendo-se 
até Maio do ano seguinte. Durante esse período, o kiwi é armazenado e conservado em 
câmaras frigoríficas sem etileno, para prevenir o amadurecimento precoce do fruto. A boa 
capacidade de conservação a baixas temperaturas, aliada à produção de frutos de bom 
calibre (cerca de 100 g/fruto) e sabor fizeram dos kiwis A. deliciosa var. ‘Hayward’ a 
principal variedade de kiwi comercializada a nível mundial (2,4,5).  
 COMPOSIÇÃO DO KIWI 2
A composição de qualquer fruto depende de vários fatores, tais como as condições de 
crescimento (4), espécie e variedade (6), momento da colheita, duração e temperatura de 
armazenamento (7,8). A composição média do kiwi A. deliciosa var. ‘Hayward’ no 
momento de colheita encontra-se sumariada na  Tabela 1. 
 
Tabela 1 Composição de A. deliciosa. var. ‘Hayward’. Apresentado em g/100 g de fruto fresco, na ausência 
de outra indicação. Adaptado de (5, 8, 12). 
 
Cor do fruto Verde
Densidade dos pêlos Denso
Massa do fruto (g) 99,6 ± 14,4 
ºBrix mínimo/ideal 6,2/7,5-8
Água 84,05
Açúcares totais 10,51
Acidez total 1,92
Fibra dietética total 2,6
Pectina (mg)* 392
Gordura 0,3
Proteína 1,13
Ácido ascórbico 
(mg/100g)
55,0 ± 14,3
*Equivalentes de ácido galacturónico
A. deliciosa  var. 'Hayward'
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2.1 Açúcares totais 
Os açúcares maioritários do kiwi são a glucose, a frutose e a sacarose, os quais foram 
determinados por HPLC (Cromatografia em fase líquida de alta resolução) num estudo 
realizado com sete cultivos de kiwi colhidos durante quatro anos seguidos (6). Os açúcares 
totais representaram 8,05 g/100 g de fruto fresco (var. ‘Elmwood’) a 13,29 g/100 g de fruto 
fresco (var. ‘Fatma’) da composição do kiwi, com predomínio de glucose e frutose (40 a 
45% dos açúcares totais para todas as variedades com exceção das variedades ‘Bruno’ e 
‘Fatma’ em que o açúcar predominante foi a sacarose (45 a 48%)). A sacarose é a principal 
forma de transporte de açúcares nos frutos, a qual é utilizada para a produção de energia ou 
para biossíntese. Durante o amadurecimento do fruto verifica-se uma redução de sacarose e 
aumento de glucose e frutose (9), os quais, associados à redução no teor de ácidos 
orgânicos, contribuem para frutos com ºBrix superior e melhor sabor (6,9).  
2.2 Ácidos orgânicos 
O ácido cítrico é o principal ácido orgânico encontrado no kiwi, o qual representa cerca 
de 55 a 70% dos seus ácidos orgânicos, com 1,06 a 1,95 g/100 g de fruto fresco, seguindo-
se o ácido málico e o ácido quínico, com proporções variáveis: o ácido málico varia entre 
0,24 e 0,41 g/100 g fruto fresco para ‘Hayward’ e ‘Abbot’, respetivamente, e 0,30 g/100 g 
de fruto fresco e 0,71 g/100 g de fruto fresco para ‘Gracie’ e ‘Fatma’, respetivamente (6). 
Os ácidos totais representam 1,92 a 3,05% da massa fresca do kiwi, e são convertidos em 
açúcares (gluconeogénese) para serem utilizados como fonte de energia ao longo do 
desenvolvimento do fruto (9).  
2.3 Polissacarídeos 
O kiwi, como outros frutos, é rico em polissacarídeos de reserva (grânulos de amido) e 
estruturais (celulose). Para além da celulose, o kiwi é bastante rico em polissacarídeos 
solúveis como as pectinas (homogalacturonanas e ramnogalacturonanas com cadeias 
laterais de galactanas e arabinogalactanas) e polissacarídeos insolúveis como as 
hemiceluloses (xiloglucanas, glucuronoxilanas e galactoglucomananas) (10), os quais não 
são digeridos pelas secreções gastrointestinais, sendo denominados de fibra dietética. 
Alguns destes polissacarídeos já foram associados às propriedades benéficas do fruto na 
prevenção de certos tipos de cancro e outras doenças de envelhecimento (11,12) e à 
manutenção de uma microflora saudável por proliferação e adesão de bifidobactérias ao 
 6 
epitélio do intestino e diminuição do pH, principalmente após o consumo de kiwis A. 
chinensis (13).  
2.4 Ácidos gordos 
Os ácidos gordos maioritários do kiwi são o ácido linolénico (35-40%), oleico (26-
36%), palmítico (15-22%), linoleico (9-11%) e esteárico (2-5%), presentes essencialmente 
nas sementes do fruto, maioritariamente esterificados com triacilglicerol. O elevado teor 
destes ácidos gordos (principalmente do ácido α-linolénico -3) e a sua biodisponibilidade 
(preferência pela posição sn-2 do triacilglicerol), é uma característica que destaca o kiwi da 
maioria dos frutos, normalmente com teor de gordura desprezável (14). Por outro lado, 
durante o armazenamento a baixas temperaturas (0 ou 5 °C) verifica-se aumento do rácio 
ácidos gordos insaturados/ácidos gordos saturados na membrana, devido ao aumento de 
ácido oleico e diminuição de ácido palmítico, com consequente aumento da sua 
permeabilidade e fuga de eletrólitos para o citosol (8). Este fenómeno é descrito como 
sendo um mecanismo de adaptação de fruto ao stress causado pela temperatura reduzida a 
que o fruto é normalmente armazenado. Ao longo do armazenamento do fruto também se 
verifica uma ligeira redução da concentração de ácido linolénico uma vez que este é mais 
suscetível à oxidação (8).  
2.5 Vitamina C 
O elevado teor de ácido ascórbico, a forma ativa da vitamina C, dos frutos Actinidia é 
outra característica que os destaca dos restantes frutos, conferindo-lhes capacidade 
antioxidante semelhantes à das uvas tintas (12). Geralmente o kiwi apresenta um teor em 
vitamina C superior a 50 mg/fruto, com algumas exceções, por exemplo, as variedades 
‘Fatma’ e ‘Abbot’ (A. deliciosa) apresentam 26,3 mg/fruto e 38,2 mg/fruto, respetivamente 
(6). Outra particularidade interessante dos frutos do género Actinidia é que, ao contrário 
dos outros alimentos contendo vitamina C em que se observa decréscimo da sua 
concentração ao longo do seu armazenamento, os frutos Actinidia não mostraram 
alterações significativas na concentração de ácido ascórbico total durante o armazenamento 
(7,15). 
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2.6 Polifenóis e outros fitoquímicos 
A presença de ácidos fenólicos, flavonóides, vitamina C e E, entre outros fitoquímicos 
atualmente identificados tanto na polpa como na casca do kiwi (7,16), conferem-lhe 
atividade antioxidante in vitro, sendo que existe uma relação linear entre essa capacidade e 
o teor de vitamina C e polifenóis presentes no kiwi (17). Ao contrário do que acontece com 
a maior parte dos compostos do kiwi, o momento de colheita não influencia os níveis de 
fenóis nem a capacidade antioxidante do fruto. Por outro lado, o armazenamento influencia 
negativamente a sua capacidade antioxidante, apesar de se registar um ligeiro aumento 
quando o fruto é climatizado à temperatura ambiente após armazenamento a 0 °C (7).  
2.7 Proteínas 
É difícil padronizar a composição proteica do kiwi, uma vez que se observam variações 
das concentrações das diferentes proteínas e respetivas isoformas, as quais estão 
fortemente relacionadas com a espécie, variedade e o estado de maturação do fruto (18). 
Sabe-se que as proteínas maioritárias do kiwi são a actinidina, TLP (thaumatin-like 
protein), kiwilina, KiTH e kissper. Destas, a actinidina (ou actinidaina) é a maioritária, 
representando cerca de 50% da proteína solúvel (19,20). Esta enzima tem sido descrita 
como sendo o principal alergénio do kiwi (18,21,22), tendo também sido relacionada com 
o efeito laxante do fruto, manifesto principalmente em idosos (23). A TLP ou Act d2 é uma 
proteína com 24 kDa associada a reações alérgicas (22) e a propriedades antifúngicas, com 
potencial para a produção de pesticidas naturais (19). A kiwilina, ou Act d5, tem 
aproximadamente 26 kDa, e é a principal proteína dos kiwis A. chinensis var. ‘Hort16A’, 
apresentando-se sob várias isoformas (21) e cuja função na célula é desconhecida (24). A 
observação de que kissper e KiTH existem no fruto maduro em quantidade estequiométrica 
e de que a primeira apresenta 100% homologia com o terminal amina da kiwilina e a 
segunda 100% homologia com o terminal carboxílico da mesma proteína, levou a concluir 
que estas proteínas são o produto da degradação de kiwilina, provavelmente catalisada pela 
actinidina (22). A KiTH tem 16 kDa, mas a sua função não é conhecida. Quanto a kissper, 
é um pequeno péptido com 39 resíduos, resistente à proteólise e pertencente à família de 
proteínas com domínio do tipo EGF (fator de crescimento epidérmico), rico em cisteína, a 
qual se caracteriza pela capacidade de formação de canais iónicos dependente de pH nas 
membranas lipídicas (22), com potencial na prevenção de doenças como fibrose cística in 
vitro (25). 
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Em suma, verifica-se que para além de ser um fruto com sabor agradável, bom calibre 
e capacidade de conservação, o kiwi distingue-se por apresentar uma composição rica em 
compostos bioativos, o que o torna num alimento funcional. Estudos realizados in vivo 
mostraram que a ingestão de três kiwis por dia resulta na redução da oxidação lipídica e 
ativação do sistema imunitário, podendo assim reduzir o risco de desenvolvimento de 
doenças cardiovasculares, alguns tipos de cancro e doenças degenerativas como Alzheimer 
(12,26). Apesar disso, do milhão de toneladas de kiwi que se produzem anualmente, 30% 
(peso húmido) resulta em desperdícios na forma de cascas, polpas e sementes (20). Todo 
este desperdício tem como destino a compostagem. Para além disso, o seu comércio como 
fruto fresco está associado à persistente dificuldade em escoar os kiwis de baixo calibre 
(45-62 g/fruto) (27), os quais apresentam a mesma composição rica em compostos 
bioativos e sabor agradável dos kiwis comercializados (cerca de 100 g/fruto fresco), mas 
são desperdiçados devido à sua menor dimensão. 
Neste trabalho o foco incide sobre a actinidina, nomeadamente no estudo das suas 
propriedades proteolíticas e potenciais aplicações, de modo a valorizar este fruto 
importante para a economia regional e de reduzir os desperdícios associados à sua 
comercialização e processamento. 
 ACTINIDINA (E.C.3.4.22.14) 3
Dentro da grande diversidade de espécies do kiwi, existem vários genes que codificam 
para cisteína proteases, as quais apresentam massas moleculares semelhantes (entre 22 e 30 
kDa), mas pI (entre 3,9 e 9,3) e local de expressão (folha, caule, fruto) distintos (21,24,28). 
O nome actinidina refere-se a um conjunto destas cisteína proteases, semelhantes a outras 
cisteína proteases de plantas, como a papaína (Carica papaya), bromelaína (Ananas 
comosus), ficina (Ficus glabrata), zingipaína (Zingiber officinale), e de animais, como a 
catepsina B e a calpaína, presente em mamíferos (29). Nos kiwis A. deliciosa, as principais 
formas da actinidina são a isoformas ácidas (pI 4), KFAct 1a, e básicas (pI 9), KFAct 2a, 
com cargas superficiais +8 e -10, respetivamente. Apesar de ambas as isoformas serem 
expressas e se encontrarem presentes no fruto maduro, as isoformas básicas existem em 
menor quantidade, apresentando 1,5% da atividade proteolítica das isoformas ácidas 
(21,28), ou são inativas (30). 
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Figura 2 Sequência completa de aminoácidos da actinidina. Em cima: destacam-se os aminoácidos com 
funções na atividade proteolítica da enzima q: Gln-19; c: Cys-25; h: His-162 e n: Asn-182. Em baixo destaca-
se a sequência da enzima ativa madura. Fonte NCBI. 
 
Estas enzimas são sintetizadas como zimogénio (380 aminoácidos e aproximadamente 
39 kDa), sendo posteriormente convertida na sua forma ativa madura (Figura 2) após três 
eventos proteolíticos na sua sequência de aminoácidos: o corte de um péptido no terminal 
amina, entre os aminoácidos 24 e 25, que sinaliza a enzima para o retículo endoplasmático, 
seguindo-se o corte entre os aminoácidos 33 e 34, que converte a enzima na sua forma 
ativa N-preactinidina com 37 kDa, a qual é secretada e convertida na sua forma ativa 
madura com 220 aminoácidos e aproximadamente 24 kDa, após perda do terminal amina 
(NTPP), altamente conservado entre as cisteína proteases, e do terminal carboxílico 
(CTPP), com tamanho variável ou até mesmo inexistente em algumas cisteína proteases, 
mas que no kiwi  
tem 34 aminoácidos, sendo este terminal determinante para o correto processamento da 
enzima (21,24,28). 
 
Figura 3 Representação esquemática da anatomia do kiwi A. deliciosa. 1: Pericarpo; 2: Sementes; 3: Córtex. 
 
 
A actinidina expressa-se essencialmente no fruto, onde se observa a acumulação de 
mRNA durante o desenvolvimento da planta e redução até 50% após a colheita da planta, 
sem que se observe redução dos níveis de actinidina ao longo do amadurecimento 
1
2
3
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(29,31,32). A enzima está maioritariamente presente no pericarpo (Figura 3), em vacúolos, 
junto à membrana plasmática, complexo de Golgi e lisozimas, grânulos de amido e 
plastídios (28,31). A sua função fisiológica na planta ainda não é clara, embora se saiba 
que está envolvida na proteólise da kiwilina em KiTH e kissper (22) e que tenha funções 
de reserva e defesa (19). Uma vez ativa, a actinidina tem atividade moderada numa vasta 
gama de pH (4 a 10) e temperatura, sendo o seu pH ótimo 6 (33) e temperatura ótima entre 
40 e 42 °C (20).  
3.1 Estrutura e cinética enzimática 
A estrutura tridimensional da actinidina (Figura 4) foi determinada por Baker em 
1976 (34), mas só em 1980 se identificaram as três pontes dissulfeto (resíduo 25 e 65; 56 e 
98 e 156 e 206), o domínio L com três α-hélices e o resíduo catalítico de Cys-25 
(aminoácidos 19-115 e 214-220) e o domínio R com folha-β antiparalela e o resíduo 
catalítico de His-162 (aminoácidos 1-18 e 116-213) (35). Esta estrutura mostrou ser 
sobreponível com a da papaína, anteriormente determinada, apresentando três locais de 
ligação ao substrato, S1, S2 e S3 (32,35,36). Também em 1988 foram identificados três 
potenciais locais de glicosilação na sua sequência de aminoácidos (devido à presença da 
sequência Asn-X-Ser, em que X é um aminoácido qualquer), um no terminal carboxílico e 
dois no terminal amina (29), provavelmente com função de sinalizar e promover o seu 
processamento na enzima ativa madura. 
 
Figura 4 Estrutura 3D do complexo actinidina-E-64. Fonte RCSB-PDB. 
 
 A equação (1) representa a cinética enzimática inicialmente proposta em 1973 (38) 
em que se descreve a ligação da enzima (E) ao substrato (S) (reação de acilação), com 
formação do complexo ES, e libertação do produto P1 (lento) seguindo-se a rápida 
regeneração da enzima e libertação do produto P2.  
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Posteriormente verificou-se que o passo limitante da reação não era a libertação de P1, uma 
vez que o tempo de vida de ES’ era superior ao previsto teoricamente pela equação (1). 
Assim se concluiu que a equação (2) é a que melhor representa a cinética da enzima, em 
que o passo limitante é o de desacilação associado à alteração de conformação de ES’·P1 
para (ES’·P1)*, libertação de P2 e regeneração da enzima (Figura 5) (39). 
 
 
 
Para além do par catalítico Cys-25 – His-162, a atividade enzimática da actinidina 
envolve ainda outros dois resíduos: Gln-19 e Asn-182 (Figura 6). O resíduo de Cys-25 
contribui com o átomo de enxofre para o ataque nucleofílico ao grupo carbonilo da ligação 
peptídica do substrato (com formação de uma ligação tioéster), e, juntamente com o 
resíduo de Gln-19, estabiliza o substrato através da formação de pontes de hidrogénio entre 
os seus grupos amina e amida, respetivamente, e o grupo carbonilo da ligação peptídica do  
 
 
Figura 5 Representação esquemática do mecanismo catalítico das cisteína proteases: 1) Formação do par 
catalítico Cys
-
 - His
+
.
 
2) Ataque nucleofílico à ligação peptídica do substrato com formação da ligação 
tioéster. 3) e 4)  Regeneração do grupo carbonilo (catálise ácida do resíduo de His
+
) e libertação de um 
péptido (P1). 5) e 6) Regeneração da enzima com libertação do substrato com novo terminal carboxílico (P2). 
1) 2) 3)
4)5)6)
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Figura 6 Representação das interações enzima-substrato envolvendo o par catalítico Cys-25 – His-162 e os 
resíduos Gln-19 e Asn-182. Fonte (40). 
  
substrato, favorecendo o ataque pela Cys-25. Para além disso, o resíduo de Asp-182 orienta 
o anel imidazol da His-162 através de uma ponte de hidrogénio entre a amina secundária 
da histidina e o grupo carbonilo do seu terminal amida. Por fim, o anel de imidazol da His-
162 estabiliza o resíduo catalítico de Cys-25 por interações electroestáticas entre a sua 
amina terciária e o protão do grupo -SH da cisteína, permitindo a desacilação e 
regeneração da enzima (36).  
A formação da díade catalítica Cys
- 
- His
+
 necessária à atividade da enzima, depende 
quer do pH do meio em que se encontra a enzima, quer do potencial elétrico dos resíduos 
envolvidos na atividade do centro ativo e presentes nos locais de ligação ao substrato, P1, 
P2 e P3. Verifica-se que a diferença entre os potenciais elétricos do átomo de enxofre da 
Cys-25 e do átomo de azoto da amina terciária da His-162 é bastante superior no caso da 
actinidina, relativamente à papaína, o que resulta num centro ativo com maior estabilidade, 
daí a diferença entre os pKa dos seus estados ionizados, 3,2 e 10,1 para actinidina e 4,2 e 
8,6 para papaína; do mesmo modo, os seus pI são de 3,1 e 8,8 respetivamente; quanto 
maior a diferença de potencial entre os resíduos catalíticos da enzima, mais estável é o par 
iónico Cys
- 
- His
+ 
(41). Para além disso, a pH ácido, o potencial elétrico do centro ativo da 
actinidina é positivo, favorecendo a formação do ião tiolato pela diminuição do seu pKa de 
7,6 para 3,3 (Figura 7); quando o pH é básico, o potencial negativo induz a formação do 
ião imidazol pela diminuição do seu pKa de 4,3 para 8,5, garantindo assim um vasto 
espetro de atividade da actinidina em diferentes condições de pH (41). Outro fator que se 
revelou importante na estabilização do par iónico Cys
- 
- His
+ 
foi a presença de água nos 
locais ativos da enzima, uma vez que esta surge sempre nas posições S1, S2 e S3, 
contribuindo para a sua estabilidade e atividade enzimática por estabelecer pontes de 
hidrogénio entre a enzima e o substrato (36). 
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Figura 7 Interação entre os grupos tiol e imidazol na actinidina. Fonte (41) . 
 
Como acima referido, existem três locais de interação enzima-substrato, (S1-P1, S2-P2 
e S3-P3), os quais são numerados a partir do local de corte (S1-P1) no sentido do terminal 
amina (terminal amina-S3P3-S2P2-S1P1-terminal carboxílico) (42). No geral, a enzima 
liga a resíduos catiónicos nas posições S1 e S3 (24,36,43), e a Leu, Val ou Phe na posição 
S2, onde se forma um pocket com elevada afinidade para aminoácidos hidrofóbicos. O 
local S2 merece especial atenção uma vez que tem forte influência na especificidade das 
cisteína proteases (36,43). Por exemplo, apesar de a actinidina e a papaína apresentarem 
estruturas tridimensionais virtualmente sobreponíveis e de partilharem a mesma tríade 
catalítica Cys-His-Asn, em que os aminoácidos se encontram na mesma orientação (44), as 
suas estruturas primárias apresentam apenas 52% de homologia (29). Esta diferença tem 
consequências na sua capacidade de ligar resíduos hidrofóbicos com cadeias laterais 
aromáticas no local S2, sendo que a papaína é 10 a 100 vezes mais específica (kcat/Km) na 
ligação destes aminoácidos do que a actinidina, precisamente devido à sua menor afinidade 
(maior Km) para aminoácidos com cadeias laterais aromáticas (44). Durante muito tempo a 
substituição de serina na papaína (Ser-205) por metionina na actinidina (Met-211) foi 
apontada como o principal motivo pela diferença observada devido ao impedimento 
estereoquímico causado pela metionina, tornando o pocket S2 da actinidina 
consideravelmente menor (29,39,45). Atualmente, porém, não é claro se é esta substituição 
ou se são as diferenças no ambiente químico da actinidina e da papaína (a actinidina tem 
maior potencial elétrico) as responsáveis pelas diferenças observadas na hidrólise de 
aminoácidos aromáticos na posição S2 (41). A equação (2) prevê uma alteração 
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conformacional após ligação do substrato que não é prevista no mecanismo da papaína e o 
impedimento estereoquímico causado pela forte interação entre os resíduos Asp-142–Lys-
145 presente exclusivamente na actinidina levam a supor que a alteração conformacional 
diz respeito a uma deslocação do resíduo de Met-211 de modo a permitir a ligação do 
resíduo aromático. Assim, é possível que seja a interação Asp-142–Lys-145 a dificultar a 
saída de P1 do pocket hidrofóbico, atrasando a reação de regeneração da enzima e 
libertação de P2, daí a menor capacidade da actinidina para ligar aminoácidos com cadeias 
laterais aromáticas relativamente à papaína. 
3.2 Aplicações 
A capacidade proteolítica da actinidina numa vasta gama de pH e especificidade para 
vários aminoácidos permitem a sua aplicação em vários ramos da indústria alimentar, 
principalmente no amaciamento de carne (46), mas também como estabilizante na 
produção de cerveja e na panificação, tendo ainda aplicações na indústria farmacêutica e de 
pesticidas (19). A aplicação de actinidina no músculo da carne resulta num aumento da sua 
solubilidade e capacidade de retenção de água, de forma diretamente proporcional à 
quantidade de enzima aplicada, o que resulta numa carne mais tenra e suculenta (46). Um 
trabalho realizado em 2009 estudou o efeito que a injeção de uma solução de actinidina no 
bife (0,9 U/g de bife). Observaram degradação de proteínas com 100-200 kDa (troponina 
T, cadeia pesada de miosina, proteína C e α-actinina), com formação de péptidos de 20 
kDa (46). A atividade proteolítica da actinidina resultou num aumento da maciez da carne 
e manutenção da sua firmeza e elasticidade, uma vez que a actinidina não degrada 
extensivamente as cadeias de colagénio, provavelmente devido ao seu elevado teor em 
prolina e hidroxiprolina. Este e outros trabalhos realizados com o mesmo intuito 
mostraram que actinidina atua através da digestão suave/moderada, com a vantagem de 
não ser necessária em concentrações elevadas e de poder ser aplicada na forma de extratos 
parcialmente purificados (46–48). Resultados semelhantes foram obtidos tendo o leite de 
soja como substrato, em que se observou o aumento de azoto solúvel em 40%, assim como 
alteração do perfil eletroforético das proteínas de soja após incubação com extrato de 
actinidina numa gama de 0 a 1,0 U/mL de leite de soja, com formação de pequenos 
péptidos (16 a 20 kDa) e de polipeptídeos com peso molecular entre 30 e 42 kDa (49). 
Recentemente estudou-se o potencial da enzima para aplicação como agente coagulante na 
indústria de queijos (20), tendo-se verificado que a percentagem de gordura do leite não 
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influencia a sua atividade enzimática e que os produtos de hidrólise são os mesmos da 
quimosina, o principal coagulante utilizado na produção de queijos. Os autores verificaram 
que a hidrólise se deu preferencialmente na β- e κ-caseína, a pH 5 (pI da caseína é de 4,6), 
com a vantagem de não se terem observado alterações na atividade enzimática após dois 
meses de armazenamento e de não alterar as propriedades sensoriais do queijo, o que 
representa uma vantagem relativamente ao uso de papaína, que produz péptidos e 
aminoácidos de sabor amargo. No entanto, a qualidade do coágulo de leite produzido não 
foi testada (20).  
3.3 Efeito da suplementação com actinidina na digestão do glúten 
Com base na literatura, o efeito do pré-tratamento de glúten com actinidina ainda não 
foi testado (50), mas já se demonstrou o efeito positivo da suplementação com actinidina 
na digestão gastrointestinal no glúten, nomeadamente ao nível das gliadinas. Os estudos 
foram realizados in vitro simulando as condições de digestão gástrica (51) e duodenal (52) 
com e sem suplementação de actinidina. Os autores não observaram diferenças na digestão 
gástrica do glúten na presença de actinidina (51), tendo-se apontado para o elevado teor de 
prolina destas prolaminas como o fator responsável pela sua baixa digestibilidade e 
flexibilidade limitada, impedindo a ligação ao centro ativo quer das enzimas digestivas, 
quer da actinidina (51). Para além disso a literatura também refere a baixa afinidade da 
actinidina para resíduos de prolina (43), o que também pode justificar os resultados 
obtidos. No caso da gliadina, a suplementação com actinidina resultou em dois péptidos 
(11 e 10 kDa) inexistentes após a sua digestão na ausência de actinidina, o que foi 
interpretado pelos autores como efeito negativo da suplementação com actinidina na 
digestibilidade da gliadina, no entanto, estes péptidos podem desempenhar funções 
bioativas (revisto em (53)) e a sua presença pode igualmente ser observada como resultado 
da atividade enzimática da actinidina, e portanto, significar que esta enzima desempenha 
um papel benéfico na digestão do glúten. Quanto à digestão duodenal do glúten e gliadinas, 
a suplementação com actinidina mostrou ser benéfica, com o desaparecimento de bandas 
ainda presentes após a digestão gástrica (20-30 kDa). Este trabalho permitiu confirmar que 
a suplementação de alimentos contendo glúten com actinidina resulta num aumento da sua 
digestibilidade gastrointestinal in vitro (essencialmente nas gliadinas e ao nível do 
intestino).  
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Em 2011 (54) estudou-se o efeito da actinidina in vivo na digestão de ratos alimentados 
com seis tipos de proteínas de baixa digestibilidade, entre elas o glúten, tendo a sua dieta 
sido suplementada com kiwis ‘Hayward’ ou ‘Hort16A’ (54). Verificou-se o efeito positivo 
desta enzima na digestão da maioria das proteínas testadas, incluindo o glúten (29%), 
tendo-se registado proteólise em três subunidades das LMW (41, 37 e 35 kDa) e nas -
gliadina. Os resultados obtidos nestes trabalhos representam uma mais-valia à motivação 
deste trabalho e permitem reforçar o efeito benéfico que a actinidina tem na digestão de 
diferentes tipos de proteínas de baixa digestibilidade (52).  
 GLÚTEN 4
O glúten é a massa viscoelástica obtida após lavagem de massa de farinha de trigo com 
água, sendo constituído por 75-85% de proteína (prolaminas), 5-10% de gordura e 
quantidades vestigiais de amido e outros hidratos de carbono (55). Para além do trigo, o 
glúten também está presente em farinhas de outros cereais do género Triticum, como a 
cevada e o centeio. As proteínas maioritárias destas farinhas são as prolaminas (80%) que 
constituem o glúten, constituído pelos monómeros de gliadina (α/β,  e ɤ- gliadina), 
solúveis em soluções de etanol 60%, e os polímeros insolúveis de glutenina LMW (baixo 
peso molecular) e HMW (elevado peso molecular) (56). Estas prolaminas estabelecem 
ligações intra e intermoleculares por pontes dissulfeto (embora a cisteína represente apenas 
2% dos aminoácidos presentes no glúten), ligações intermoleculares por pontes de 
hidrogénio e ligações hidrofóbicas, permitindo a solubilização das gluteninas nas gliadinas 
com formação da malha única que é o glúten (55). O rácio entre estas proteínas e a forma 
como estão ligadas (Figura 8) determinam as propriedades do glúten, sendo as gliadinas 
responsáveis pela sua viscosidade e as gluteninas pela sua elasticidade (55). O glúten tem 
assim um papel fundamental nas propriedades reológicas e qualidade dos alimentos à base 
de trigo como são o pão, massas, bolos, etc. (55). 
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Figura 8 Pontes dissulfeto intramoleculares (α e ɤ- gliadina e x-HMW) e intermoleculares presentes no 
glúten. Fonte (55).  
 
4.1 Composição 
A composição de aminoácidos do glúten encontra-se na Tabela 2, onde se observa 
predominância de glutamina e prolina, daí a elevada hidrofobicidade do glúten. As 
gliadinas são agrupadas em α/β,  e ɤ-gliadinas, sendo as α/β e ɤ-gliadinas maioritárias 
com peso molecular entre 28 e 35 kDa, sequências repetitivas de QPQPFPQQPYP e três 
pontes dissulfeto (α/β-gliadinas) e sequências repetitivas QPQQPFP e quatro pontes 
dissulfeto (ɤ-gliadinas); as -gliadinas podem ser 5 ou 1,2-gliadina, têm peso molecular 
próximo de 50 e 40 kDa, respetivamente, e caracterizam-se pelo elevado teor de glutamina, 
prolina e fenilalanina e ausência de pontes dissulfeto, com sequências repetitivas de 
PQQPFPQQ (55). As gluteninas LMW encontram-se relacionadas com as α/β e ɤ-gliadinas 
na composição de aminoácidos e peso molecular, apresentando sequências repetitivas de 
QQQPPFS e as gluteninas HMW podem ser do tipo x-HMW ou y-HMW, ambas com três 
domínios: dois não repetitivos (domínios A e C) e um central repetitivo (domínio B), 
apresentando sequências QQPGQG, com inserções YYPTSP, QQP e/ou QPG e peso 
molecular entre 83 e 88 kDa (x-HMW) e entre 67 e 74 kDa (y-HMW) (55).  
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Tabela 2 Tipos de proteínas e aminoácidos presentes no glúten. Adaptado de (55). 
 
4.2 Alergia e intolerância 
O glúten é uma proteína bastante estudada devido às suas propriedades reológicas 
únicas e por representar um dos grandes problemas da sociedade ocidental, devido às 
reações alérgicas e de intolerância que despoleta em muitos indivíduos. No primeiro caso, 
o que ocorre é o reconhecimento pelos anticorpos (IgE) do individuo alérgico de 
sequências de aminoácidos presentes no glúten, principalmente da sequência QXYPP em 
que X e Y são aminoácidos variáveis das gluteninas LMW, causando uma reação alérgica 
(dermatite atópica) pouco tempo após o contacto com alimentos ou outros produtos 
(fármacos, produtos de beleza) contendo glúten (57). A alergia ao glúten afeta 2% da 
população adulta dos países desenvolvidos em 2001, com tendência a aumentar (58). 
Quanto à intolerância (doença celíaca), a ingestão de glúten induz uma reposta imunitária 
inadequada no intestino que resulta na atrofia das microvilosidades, hiperplasia das criptas 
e consequente deficiência na absorção de nutrientes, assim como em doenças do foro 
psicológico, infertilidade, entre outras (59,60), sendo uma condição que que afeta cerca de 
1-2% da população mundial (60,61). A doença celíaca é definida por ser uma 
predisposição genética que alguns indivíduos têm de desencadear uma resposta 
inflamatória após o consumo e digestão de alimentos contendo glúten (59). Esta resposta 
depende da passagem dos péptidos não digeridos das gliadinas para a submucosa intestinal, 
onde são desamidados pela enzima transglutaminase tecidual (TGt). Esta é uma enzima 
omnipresente e multifuncional dependente de cálcio que, na submucosa intestinal, catalisa 
a desamidação seletiva (dependente do espaçamento Pro-Gln (62)) dos resíduos de 
glutamina presentes no glúten e seus péptidos parcialmente digeridos, com especificidade 
Tipo Massa Molecular x 10
-3 Percentagem*
Gln Pro Tyr Gly
ω5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1
ω1,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1
α/β-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3
ɤ-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1
x-HMW 83-88 4-9 37 13 0 6
y-HMW 67-74 3-4 36 11 0 5
LMW 32-39 19-25 38 13 4 1
Composição relativa de aminoácidos (%)
*Relativamente à proteína total do glúten
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para α/β e -gliadinas e a reação de transaminação entre os aminoácidos de gliadina 
desamidados e resíduos de lisina de outras proteínas ou entre as próprias endoaminas, com 
formação de complexos proteicos de elevado peso molecular (60). O elevado teor de 
prolina do glúten e em particular das gliadinas, dificulta a sua digestão e aumenta a 
afinidade dos péptidos não digeridos e desamidados para os recetores human leukocyte 
antigen (HLA) da classe II, presentes nas células apresentadoras de antigénios. Dois destes 
recetores (HLA-DQ2 e HLA-DQ8) estão fortemente associados à doença celíaca, sendo 
um fator necessário mas não suficiente para a ocorrência da reação inflamatória 
desencadeada pela ingestão de alimentos contendo glúten, uma vez que 97% dos 
indivíduos diagnosticados expressam um ou ambos os alelos deste gene (59,60,62,63). A 
formação deste complexo de reconhecimento permite a ligação de células T-CD4+ (64), 
desencadeando uma resposta imunitária (60,62).  
4.3 A dieta gluten free 
Atualmente, ainda não é fácil manter uma dieta gluten free devido à dificuldade em 
obter alimentos de ocorrência natural que não tenham glúten (o glúten está presente em 
alimentos bastante comuns na dieta humana) e porque os níveis de glúten tolerados por 
indivíduos alérgicos e intolerantes ao glúten não se encontram estabelecidos, uma vez que 
variam de paciente para paciente. O Codex Alimentarius define como gluten free qualquer 
alimento que não contém glúten naturalmente ou alimentos em que os níveis de glúten se 
encontram dentro dos mínimos estabelecidos como seguros para indivíduos celíacos e que 
podem ser consumidos indefinidamente: 20 ppm em alimentos naturais ou 100 ppm 
quando alterados tecnologicamente (65). 
Muitos estudos têm sido desenvolvidos no sentido de eliminar os problemas de alergia 
e intolerância associados ao glúten, principalmente por alteração do glúten com proteases 
(66–72), mas também por via da criação de fármacos inibidores da permeabilidade 
intestinal ou da TGt ou de vacinas (péptidos de glúten) indutoras de tolerância ao glúten 
(59). Em 1964 fez-se um estudo preliminar sobre o efeito da pré-incubação de glúten com 
papaína na sua digestão e no desenvolvimento de sintomas de intolerância (70) em que três 
pacientes celíacos foram sujeitos a dietas contendo glúten (9 g por dia) previamente 
digerido com papaína comercial ou extrato de papaína (2 g/100 g glúten e 40 g/100 g 
glúten, respetivamente), tendo-se observado efeito positivo na redução de sintomas 
aquando da suplementação com extrato de papaína. O mesmo não se observou quando a 
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pré-digestão do glúten se fez com papaína comercial. Os autores reportaram a existência de 
uma desamidase (glutamina ciclotransferase) nos extrato de papaína, responsável pela 
ausência de efeitos da doença celíaca nos pacientes testados (70). Mais tarde, outra 
protease vegetal foi utilizada com o intuito de reduzir a alergenicidade da farinha de trigo, 
a bromelaína (57). Nesse trabalho realizado em 1996, a incubação da massa de pão com 
bromelaína (10 mg/ g farinha) eliminou o efeito alergénico da sequência QXYPP 
responsável pelos sintomas observados em indivíduos alérgicos ao glúten, mostrando-se 
eficaz na hidrólise de ligações peptídicas próximas de resíduos de prolina. Os autores 
desenvolveram assim um pão hipoalergénico com propriedades sensoriais semelhantes à de 
muffins (57). Em 2009 testou-se a introdução de péptidos bloqueadores dos locais de 
desamidação; a ligação à gliadina impede a ligação da enzima TGt às sequências de 
desamidação, e o próprio péptido bloqueador não tem resíduos de glutamina (61). 
Verificaram redução da atividade enzimática da TGt após incubação de gliadina com os 
péptidos bloqueadores, embora o mesmo não tenha ocorrido quando os péptidos foram 
incubados com glúten.  
.  
Figura 9 Ácido linoleico e seus conjugados. 
Em 2011 estudou-se a via oxidativa da doença celíaca, tendo-se verificado a redução dos 
sintomas por suplementação de conjugados do ácido linoleico (CLA,  
Figura 9), a qual ativa a via Keap1-Nfr2, impedindo o ataque à homeostasia oxidativa 
responsável pela integridade das células do intestino pelos péptidos tóxicos de gliadina 
(73).  
Apesar dos esforços, o único tratamento atualmente aplicado aos pacientes alérgicos 
e celíacos é a adoção de uma dieta gluten free (59,61,73), a qual acarreta mudanças 
Ácido linoleico
(Ácido cis-9-cis-12-octadecanóico)
CLA cis-9-trans-11
(Ácido cis-9-trans-11-octadecanóico)
CLA trans-10-cis-12
(Ácido trans-10-cis-12-octadecanóico)
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consideráveis na vida dos mesmos, uma vez a oferta continua a ser reduzida, os produtos 
gluten free têm elevado custo associado e a nível sensorial são de qualidade inferior aos 
produtos que contém glúten (61). 
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III. OBJETIVO 
Pretende-se com este trabalho associar a redução dos desperdícios associados ao 
escoamento e processamento do kiwi à produção de hidrolisados de glúten através da pré-
hidrólise do glúten extraído da farinha de trigo pela actinidina extraída do kiwi. 
O facto de esta enzima ser solúvel, apresentar vasta especificidade para aminoácidos 
hidrofóbicos e básicos e atividade enzimática moderada numa vasta gama de temperatura e 
pH, assim como o efeito positivo que a suplementação com actinidina na digestão 
gastrointestinal de glúten descrito na literatura permitem supor a ocorrência de hidrólise 
em aminoácidos importantes para o reconhecimento de sequências específicas relacionadas 
com a alergia e a intolerância ao glúten.  
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 
 Amostras 1
1.1 Kiwis 
Os kiwis foram utilizados para obtenção de extratos não purificados ricos em proteína 
e com elevada atividade enzimática, tendo-se numa primeira fase do trabalho testado 
quatro condições de extração com kiwis A. deliciosa var. ‘Hayward’ gentilmente cedidos 
pela Kiwicoop - Cooperativa Frutícola da Bairrada, C.R.L. em meados de Outubro de 
2013, após colheita, os quais foram transportados para a Universidade de Aveiro, onde 
ficaram armazenados a 4 °C. Apresentavam massa média de 90 g, pH 3 e ºBrix 16. O 
extrato não purificado de actinidina foi posteriormente obtido diretamente do sumo a partir 
de kiwis A. deliciosa var. ‘Hayward’ produzidos pela Kiwicoop, adquiridos numa 
superfície comercial na cidade de Aveiro em meados de Abril de 2014, tendo ficado 
armazenados a 4 °C até ao momento de extração. Estes kiwis apresentavam massa média 
igual a 70 g, pH 3 e ºBrix 13. 
1.2 Glúten 
Utilizaram-se duas amostras de glúten, uma hidratada e uma liofiliza, ambas obtidas a 
partir de farinha de trigo tipo 65 para usos culinários Nacional (Tabela 3). O glúten hidratado 
foi obtido a partir de 105 g de farinha à qual se adicionou água até obter uma massa 
viscoelástica, tendo-se de seguida lavado a massa obtida com água de modo a eliminar o 
amido, albuminas e globulinas. O glúten liofilizado foi obtido da mesma forma, a partir de 
100,7 g de farinha. Obtiveram-se 30 g de glúten hidratado e 9,018 g de glúten seco, o qual 
foi reduzido a pó utilizando um moinho de café. 
Tabela 3 Tabela nutricional da farinha de trigo tipo 65 para usos culinários Nacional 
 
 
Valor energético 346 kcal/1450 kJ
Proteínas 10 g
Hidratos de carbono 73 g
   dos quais açúcares 2,5 g
Lípidos 1,5 g
  dos quais saturados 0,4 g
Fibras alimentares 3,3 g
Sódio < 0,01 g
Valores médios por 100 g de produto
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1.3 Extrato de actinidina 
O extrato não purificado de actinidina (EAct) utilizado nos ensaios preliminares foi 
obtido no ano letivo 2010/2011 a partir de 647,2 g de casca de 50 kiwis A. deliciosa var. 
‘Hayward’ gentilmente cedidos pela Kiwicoop. As cascas foram homogeneizadas, 
filtradas, e o seu volume reduzido a metade por liofilização seguindo-se precipitação de 
proteína obtida por salting out com uma solução saturada de sulfato de amónio. A amostra 
foi posteriormente centrifugada (5000 rpm, 20 minutos, 4 °C, Sigma Laboratory 
Centrifuges 3K30) e o resíduo suspenso em tampão fosfato de potássio 0,01 M e dialisado 
contra o mesmo tampão. Este extrato foi liofilizado tendo ficado armazenado à temperatura 
ambiente. 
1.4 Extrato de papaína 
Como controlo positivo dos ensaios enzimáticos utilizou-se um extrato de papaína 
comercial (Sigma-Aldrich) (ECPap) com teor de proteína ≥ 80%, determinada pelo método 
do Biureto e atividade enzimática específica de 0,9 U, determinada por hidrólise de 
etanoato de N-α-benzoil-L-arginina, sendo que uma unidade de atividade enzimática foi 
definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 µmol de substrato por minuto a 25 
°C e pH 6,2.  
 Extração de proteína solúvel 2
Procedeu-se à extração de proteína solúvel com o objetivo de obter um extrato não 
purificado rico em proteína e com elevada atividade enzimática. Numa fase inicial do 
trabalho foram testadas quatro condições de extração (Tabela 4 e Figura 10). Para cada 
extração um kiwi inteiro foi lavado e homogeneizado num liquidificador. Na extração a 
partir do sumo, a polpa obtida foi centrifugada (Sigma Laboratory Centrifuges 3K30) três 
vezes: uma a 4000 rpm e duas a 8000 rpm, durante 20 minutos a 4 °C. Nas extrações com 
água destilada (pH 6), com tampão citrato de sódio (pH 5) e com tampão carbonato sódio 
(pH 9), a extração deu-se sob agitação na proporção 1:2 (m/v) durante 2 horas. As 
suspensões obtidas foram centrifugadas como descrito para a extração sem adição de 
solvente. Os extratos obtidos foram filtrados com pano de nylon para remover partículas 
em suspensão e a proteína solúvel foi extraída por salting out com uma solução saturada de 
sulfato de amónio a 60%. Esta solução, que deve ser adicionada lentamente e com agitação 
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constante para evitar a formação de pontos de elevada concentração do sal, induz um 
aumento na força iónica, que por sua vez resulta no aumento das interações proteína-
proteína, redução da sua solubilidade e precipitação. A mistura obtida foi centrifugada 
(10000 rpm, 20 minutos, Sigma Laboratory Centrifuges 3K30), os sobrenadantes 
descartados e os precipitados ricos em proteína e em sais de amónio foram suspensos no 
respetivo tampão de extração (no caso da extração a partir do sumo e com água, os 
precipitados foram suspensos em tampão fosfato de potássio) com concentração 0,01 M e 
extensivamente dialisados contra o mesmo tampão. Os extratos proteicos obtidos foram 
liofilizados e armazenados para determinação de proteína total e de atividade enzimática. 
Sempre que possível trabalhou-se a 4 °C. 
 
Tabela 4 Condições de extração utilizadas para obtenção do extrato rico em actinidina. 
 
 
 
Figura 10 Fluxograma do procedimento de extração de actinidina em quatro condições: diretamente do sumo 
e com tampão citrato de sódio, água e tampão carbonato de sódio. 
Sumo Citrato 0,1 M Água Carbonato 0,1 M
pH 3 5 6 9
Kiwi (g) 85,6 91,7 92,2 86,2
Extrato (mL) 22,0 212,0 222,0 202,0
4 kiwis inteiros com casca
Extratos não 
purificados de 
actinidina
Centrifugar 
Extração 2 h, agitação, 4  C
Água 
destilada 
(pH 6)
Diretamente 
do sumo 
(pH 3)
Citrato de 
sódio 
(pH 5)
Carbonato de 
sódio 
(pH 9)
Polpa/Suspensão
Precipitar proteína
(salting out) 
Resíduo Sobrenadante
ResíduoSobrenadante
1) Dialisar
2) Liofilizar
Homogeneizar Homogeneizar 1:2 (m/v)
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Posteriormente obteve-se um extrato não purificado de actinidina diretamente do sumo 
(ACTsumo) a partir de 3845 g de kiwis, os quais foram lavados, secos e homogeneizados 
num liquidificador. A polpa obtida foi centrifugada (10000 rpm, 20 minutos, 4 °C, Sigma 
Laboratory Centrifuges) tendo-se armazenado o sumo de kiwi (2000 mL). A proteína foi 
precipitada por salting out com sulfato de amónio a 60%. O precipitado obtido foi 
suspenso em tampão fosfato de potássio 0,01 M, pH 6,8, extensivamente dialisado contra o 
mesmo tampão, e liofilizado. Sempre que possível trabalhou-se a 4 °C.  
 Determinação de proteína solúvel total pelo método do BCA 3
A concentração de proteína solúvel total foi determinada pelo método do BCA 
(Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit; Sigma Aldrich) (74) o qual assenta no mesmo 
princípio de outros métodos colorimétricos como o de Biureto, Lowry e Bradford, com a 
vantagem de ser mais específico numa gama de 200-1000 μg/mL. Neste método forma-se 
um complexo de cor verde entre a ligação peptídica e iões de cobre (II) em condições 
alcalinas, o que promove a redução do cobre (II) a cobre (I) e posterior complexação deste 
com o ácido bicinconínico na proporção de 1:2, com a formação de um cromóforo roxo 
bastante estável com máximo de absorvância a 562 nm (75). Uma vez que a quantidade de 
cobre reduzido é diretamente proporcional à concentração de proteína, é possível 
determinar a concentração de proteína solúvel presente numa amostra 
espectrofotometricamente, por correlação com a reta de calibração obtida para albumina de 
soro bovino (BSA), numa gama de concentrações de 0-1000 μg/mL em função da sua 
absorvância a 562 nm. Utilizou-se o procedimento padrão, com algumas alterações, em 
que a 50 μL da solução de extrato de proteína (1 mg/mL em tampão de diálise) ou BSA (0-
1000 μg/mL em 0,15 M NaCl diluída com o mesmo tampão da amostra) foi adicionado 1 
mL de reagente BCA (obtido por adição da solução contendo ácido bicinconínico em meio 
alcalino à solução contendo o ião de cobre (II) na proporção 50:1), seguindo-se incubação 
num banho a 60 °C durante 15 minutos, arrefecimento à temperatura ambiente e leitura de 
absorvância a 562 nm. Fizeram-se triplicados das amostras e dos padrões de BSA. 
  Determinação de atividade enzimática pelo método da azocaseína 4
O método da azocaseína foi desenvolvido em 1947 por Charney e Tomarelli (76). Este 
é uma adaptação do método que utiliza caseína como substrato, sendo que neste caso a 
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caseína se encontra covalentemente ligada ao grupo sulfonilamida, o que confere ao 
substrato uma coloração alaranjada. Assim, a digestão da azocaseína por enzimas 
proteolíticas leva à libertação de compostos cor de laranja solúveis em ácido tricloroacético 
(TCA) com máximo de absorvância a 440 nm, o que permite aumentar a sensibilidade do 
método inicial com caseína (77). A intensidade da cor é diretamente proporcional à 
atividade da enzima, a qual se definiu como a quantidade de proteína (uma vez que o 
método do BCA não permite quantificar a enzima, mas sim a proteína solúvel presente no 
extrato) que leva à alteração de absorvância em 0,01 unidades por minuto, nas condições 
do ensaio. Fizeram-se triplicados de todas as leituras. 
Para determinação da atividade enzimática do EAct e ECPap, adicionaram-se 50 μL de 
solução enzimática 1 mg/mL em tampão fosfato de potássio 25 mM, pH 6 a 500 μL de 
solução de azocaseína 1,5 mg/mL no mesmo tampão com 2 mM de ditiotreitol (DTT) e 5 
mM de L-cisteína (L-Cys) (agentes redutores que induzem a forma ativa da enzima e 
evitam a formação de agregados proteicos) e incubou-se durante 15 minutos num banho a 
37  C. A reação foi parada por adição de 550 μL de TCA concentrado, seguindo-se 
centrifugação (8000 rpm, 6 minutos, Denver Instruments Force 7) e leitura da absorvância 
do sobrenadante a 440 nm. Para determinação de atividade enzimática dos extratos obtidos 
em quatro condições de extração e do ACTsumo procedeu-se do mesmo modo, com 
algumas alterações, as soluções enzimáticas foram preparadas a 2 mg/mL em tampão 
fosfato de potássio 30 mM, pH 6,8 e a incubação com azocaseína deu-se durante 10 
minutos.  
 Estudo da cinética enzimática 5
Fez-se um estudo do comportamento enzimático dos extratos obtidos em quatro 
condições de extração como acima descrito para a determinação da sua atividade 
enzimática, tendo-se alterado o tempo de incubação de 10 minutos para 60 minutos, com 
leituras de absorvância de 10 em 10 minutos. Como controlo positivo utilizou-se uma 
solução de ECPap 2 mg/mL em tampão fosfato de potássio 30 mM, pH 6,8. 
 Zimografia  6
A atividade enzimática do ACTsumo foi avaliada por zimografia, com o objetivo de 
estudar o efeito da concentração de enzima e do pH na sua atividade. A zimografia é uma 
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técnica que associa a separação de proteínas por SDS-PAGE ao estudo de atividade 
enzimática através da polimerização do gel de corrida na presença de um substrato da 
enzima, normalmente gelatina, e posterior incubação num tampão adequado à sua hidrólise 
pela protease em estudo. A atividade proteolítica é observada no gel de poliacrilamida 
digerido na forma de bandas claras num fundo azul (78). O gel de separação preparou-se a 
10% com 0,1% de gelatina, a partir de soluções stock de acrilamida a 40% e bis-acrilamida 
a 2%, em tampão Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8 com APS 0,05% e TEMED 0,025% para 
catalisar a polimerização do gel. O gel de empacotamento preparou-se a 4% em tampão 
Tris-HCl 0,375 M, pH 6,8 com APS 0,025% e TEMED 0,01%. O tampão de amostra 
continha Tris-HCl 0,033 M, pH 6,8, SDS 5%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,01%, 
tendo-se aplicado 5,10 e 15 μL de ACTsumo 1 mg/mL para a análise a pH 6 e 15 μL para 
as análises a pH 3 e 8. Usou-se o marcador Fisher BioReagents BP 3603. A eletroforese 
decorreu a 120 V durante 1 hora e 30 minutos em tampão de corrida (Tris 0,100 M, bicina 
0,100 M e SDS 0,1%). Após a eletroforese, os géis foram incubados em tampão de 
renaturação (Triton X-100 2,5% (v/v) durante 1 hora à temperatura ambiente para de 
seguida serem transferidos para o respetivo tampão de desenvolvimento (tampão citrato de 
sódio 0,067 M para pH 3 e Tris 0,067 M para pH 6 e 8) com 5 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 1 
μM ZnCl2, 4 mM DDT, 10 mM L-Cys e 0,02% (v/v) Triton X-100, seguindo-se incubação 
durante a noite a 37 °C com agitação. O Triton X-100 é um detergente não iónico que 
promove a renaturação da enzima por troca com o SDS da eletroforese. As bandas claras 
resultantes da atividade proteolítica da actinidina foram observadas depois de corar os géis 
com Comassie Blue R250 em etanol 50% (v/v) e ácido acético 10% (v/v) durante 4 horas 
com agitação suave e descorá-los com uma solução de etanol a 25% (v/v) e ácido acético a 
5% (v/v). 
 Hidrólise do glúten com cisteína proteases 7
Fizeram-se três ensaios preliminares para o estudo da hidrólise do glúten com EAct e 
ECPap, como resumido na Tabela 5: dois ensaios com ECPap a partir de soluções mãe de 
0,100 mg/mL e 1,064 mg/mL (ECPap 0,1 e ECPap 1,0, respetivamente) e um com EAct a 
partir de uma solução mãe de 1,044 mg/mL (EAct 1,0), em tampão fosfato de potássio 25 
mM e pH 6. A uma porção de extrato hidratado de glúten (cerca de 3 g) adicionaram-se 10 
mL de solução enzimática e 10 mL ou 20 mL de tampão fosfato de potássio 0,025 M, pH 
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6, tendo a reação decorrido durante 22 horas a 37 °C sob agitação. Após a incubação, a 
enzima foi inativada a 4 °C e as misturas foram posteriormente centrifugadas (1500 rpm, 
20 minutos, 4 °C). Separou-se o sobrenadante (Sn) do resíduo (Res) e ambas as frações de 
cada ensaio foram liofilizadas, tendo sido armazenadas para análises futuras. Fez-se um 
branco (B) para cada um dos três ensaios em que a solução enzimática foi substituída pelo 
mesmo volume de tampão fosfato de potássio 25 mM, pH 6. 
 
Tabela 5 Condições experimentais em que se deram os ensaios enzimáticos para o estudo do efeito de 
proteases cisteínicas no glúten. 
 
 
Posteriormente fez-se um estudo otimizado do efeito da actinidina no glúten. Utilizou-
se a amostra de glúten liofilizado e o ACTsumo, tendo-se incubado a 37 °C, sob agitação. 
Testaram-se três tempos de incubação, 1, 2 e 24 horas, e três concentrações de proteína, 
0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL. Para cada concentração de proteína e tempo de incubação, pesaram-
se 20 mg de glúten em tubos de cultura, 2 mL de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6, 
e 1 mL de solução enzimática preparada no mesmo tampão, o qual continha 0,02% de 
azida de sódio para impedir o crescimento microbiano. Os ensaios foram realizados em 
triplicado e prepararam-se três brancos, um para cada tempo de incubação, em que se 
substituiu a solução de enzimática pelo tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6. Após a 
incubação, a enzima foi inativada num banho de gelo durante 30 minutos, seguindo-se 
centrifugação (4000 rpm, 30 minutos, Kubota 2010). Separou-se o sobrenadante do resíduo 
e ambas as frações foram liofilizadas e armazenadas para análise das respetivas frações 
hidrolisadas. 
7.1 Análise dos hidrolisados proteicos por espetroscopia de infravermelho médio 
por transformada de Fourier (FTIR) 
Analisaram-se os resíduos e sobrenadantes dos hidrolisados enzimáticos e um dos 
brancos obtidos nos ensaios preliminares por FTIR, com o objetivo de obter uma 
caracterização geral dos hidrolisados e observar as alterações na banda relativa a proteína 
resultantes da incubação do glúten hidratado com ECPap e EAct. Os espetros foram 
 EAct U/mg = 1,11 *
Solução enzimática (mg/mL) 0,100 1,064 1,044
Solução tampão (mL) 10,0 20,0 20,0
* Actividade enzimática específica determinada pelo método da azocaseína. 
ECPap U/mg = 4,39 *
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obtidos num espectrómetro Brüker IFS 55 Golden Gate Specac IFS 55 com 5 mm de 
abertura e detetor DTGS, com resolução 8 cm
-1
 e 64 scans na região do infravermelho 
médio.  
7.2 Análise de aminoácidos das frações hidrolisadas de baixo peso molecular por 
cromatografia em fase gasosa com detetor de ionização de chama (GC-FID) 
A análise de aminoácidos dos sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares fez-se 
segundo Zumwalt (79), para a hidrólise ácida, e segundo MacKenzie (80), para a 
derivatização dos aminoácidos, com o objetivo de estudar a composição dos aminoácidos 
livres e em ligação peptídica presentes nas amostras. Resumidamente, a 5,00 mg de cada 
uma das amostras liofilizadas adicionaram-se 500 μL de padrão interno (norleucina 5,0 
μmol/mL em HCl 0,1 M). No caso das amostras destinadas à análise de aminoácidos totais 
procedeu-se à sua hidrólise ácida antes da adição do padrão interno em atmosfera de azoto 
por adição de 1 mL de HCl 6 M e incubação a 110 °C durante 24 horas. As amostras foram 
levadas à secura no evaporador centrífugo Speedvac, dissolvidas em 1 mL de HCl 0,1 M e 
filtradas com filtros de 0,45 μm (LG-Syringue filters, CA, 0,45 μm, Ø 25 mm, yellow, 
steril) sendo novamente levadas à secura no evaporador centrífugo Speedvac. Os grupos 
carboxílicos dos aminoácidos foram convertidos nos respetivos ésteres isobutílicos por 
adição de 400 μL de isobutanol-HCl e incubação a 120 °C durante 40 minutos, seguindo-se 
arrefecimento e evaporação do reagente em excesso no evaporador centrífugo Speedvac. 
Os grupos amina foram convertidos em derivados N-heptafluorobutíricos pela adição de 
100 μL de anidrido heptafluorobutírico seguindo-se 10 minutos de incubação a 150 °C em 
condições antioxidantes (por adição prévia de hidroxitolueno butilado (BHT)) e 
evaporação do excesso no evaporador centrífugo Speedvac. Por fim os derivados de éster 
isobutil-N-heptafluorobutíricos dos aminoácidos livres e totais foram dissolvidos em 50 μL 
de acetato de etilo e analisados por GC-FID (injeção de 2 μL). A análise cromatográfica 
deu-se num cromatógrafo Perkin Elmer – Clarus 400, tendo-se utilizado uma coluna DB-1 
(30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,1 μm de espessura de filme) J&W 
Scientific, Agilent Technology EUA com velocidade linear do gás de arraste (hidrogénio), 
em modo splitless. A temperatura do injetor foi programada para 250 °C, sendo a 
temperatura inicial do forno igual a 70 °C, aumentando numa rampa de 2 °C/min até 170 
°C, seguindo- se uma rampa de 16 °C/min até 250 °C, permanecendo a esta temperatura 
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durante 5 minutos. O detetor foi mantido a 260 °C e a corrida deu-se durante 60 minutos. 
A concentração dos aminoácidos foi calculada de acordo com a seguinte expressão 
 
(
         
    
)    (
    
  
) 
 
em que A representa área, PI o padrão interno e fr o fator de resposta dos aminoácidos Ala, 
Gly, Val, Thr, Ser, Leu, Pro, Asx, Phe, Glx, Lys, Tyr e Arg, obtidos por calibração a partir 
de soluções de concentração conhecida dos referidos aminoácidos. Fizeram-se duplicados 
para todas as amostras, tendo-se escolhido como branco o obtido aquando do ensaio com 
papaína 0,100 mg/mL. 
7.3 Análise de proteínas presentes nas frações hidrolisadas de elevado e baixo 
peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 
desnaturantes (SDS-PAGE) 
As proteínas presentes nos resíduos e sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares 
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não nativas, na 
presença do detergente aniónico dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) com o objetivo de 
identificar diferenças no perfil eletroforético do glúten nativo relativamente ao glúten 
sujeito a hidrólise enzimática e identificar o tipo de proteínas presentes nos sobrenadantes. 
A eletroforese é uma técnica de separação e identificação de macromoléculas com base na 
sua velocidade de migração quando aplicadas num gel de poliacrilamida e sujeitas a um 
potencial elétrico. É uma metodologia com vasta aplicabilidade no estudo de proteínas uma 
vez que torna possível estimar o número de proteínas presentes numa amostra, assim como 
o seu peso molecular, número de subunidades, pI e pureza, dependendo das condições de 
eletroforese (78,81). O SDS é um detergente aniónico que se liga às proteínas na razão de 
1:3 (78), alterando a sua conformação nativa e conferindo-lhes a mesma forma e carga 
negativa, o que permite separar proteínas apenas com base no seu peso molecular (81). No 
gel de empacotamento, forma-se um gradiente entre os iões Cl
- 
com elevada carga negativa 
e a glicina presente no tampão de corrida, com poucas cargas negativas (pI 5,97), 
permitindo o empacotamento das proteínas numa única banda, a qual se separa em bandas 
discretas após entrada no gel de corrida, uma vez que a pH 8,8, a glicina apresenta mais 
cargas negativas, o que elimina o gradiente entre os iões Cl
- 
e a glicina (82).  
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Realizou-se uma eletroforese em condições não-nativas num sistema Bio-Rad mini-
protean para SDS-PAGE, segundo o protocolo inicialmente desenvolvido pelo bioquímico 
suíço Ulrich K. Laemmli (78,83), com pequenas alterações. O gel de separação preparou-
se a 20% para os resíduos e a 15% para os sobrenadantes, a partir de soluções stock de 
acrilamida a 40% e bis-acrilamida a 2%, em tampão Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8. O gel de 
empacotamento preparou-se a 4% em tampão Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8. A polimerização 
da acrilamida com a bis-acrilamida para formação do gel de eletroforese é uma reação 
radicalar, catalisada pela adição de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED 0,05%), 
sendo o persulfato de amónia (amonium persulphate, APS 0,05%) a fonte de radicais 
livres. O tampão de amostra foi Tris-HCl 0,0625 M, pH 6,8 com SDS 2%, glicerol 10% e 
azul de bromofenol 0,01%, tendo-se aplicado 13 μL (50 μg proteína) para a análise 
eletroforética dos resíduos e 20 μL (20 μg proteína) para análise dos sobrenadantes após 
incubação durante 5 minutos a 100 °C. O tampão de corrida continha Tris 0,025 M, pH 8,6 
com glicina 0,192 M e SDS 0,1% e utilizou-se o marcador Fisher BioReagents BP 3603 
para os resíduos e GE Healthcare LMW para os sobrenadantes. A eletroforese deu-se a 150 
V durante 1 hora e 30 minutos. Após a eletroforese os géis foram corados com Comassie 
Blue R250 tendo ficado sob agitação na solução corante durante a noite, e posteriormente 
transferidos para a solução descorante (20% metanol (v/v) e 7% ácido acético (v/v)) 
durante cerca de 2 horas.  
As frações obtidas nos ensaios otimizados com ACTsumo foram analisadas por SDS-
PAGE como acima descrito, com algumas alterações. Os géis foram preparados a 15% 
para a análise dos resíduos e a 20% para a análise dos sobrenadantes, o tampão de amostra 
dos resíduos continha ureia 8 M e o marcador de peso molecular utilizado foi GE 
Healthcare LMW. A eletroforese deu-se a 150 V durante 1 hora e 30 minutos. Após a 
eletroforese os géis foram corados com Comassie Blue R250 tendo ficado na solução 
corante durante a noite sob agitação, e posteriormente transferidos para a solução 
descorante durante cerca de 3 horas.  
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Proteína solúvel total e atividade enzimática 1
As determinações de proteína total pelo método do BCA e de atividade enzimática 
pelo método da azocaseína mostraram que o EAct obtido a partir das cascas do kiwi é um 
extrato rico em proteína, com 86,04%, e que a actinidina aí presente mantém a sua 
atividade enzimática, com atividade específica igual a 1,11 U/mg (Tabela 6). 
 
Tabela 6 Atividade enzimática da papaína comercial e EAct determinada pelo método da azocaseína 
(pH 6,5) após incubação durante 15 minutos a 37 °C. 
 
 
Determinou-se a atividade enzimática do ECPap com o objetivo de ter uma medida de 
comparação entre as proteases, uma vez que não foi possível determinar a atividade 
enzimática do EAct nas mesmas condições que as descritas pelo fabricante para o ECPap. 
Determinou-se a atividade enzimática do ECPap pelo mesmo método. Verifica-se que a 
papaína é cerca de quatro vezes mais ativa do que a actinidina presente no EAct, com uma 
atividade específica de 4,39 U/mg, o que está de acordo com o descrito na literatura 
(41,44).  
Os resultados obtidos nos ensaios realizados aos extratos obtidos diretamente do sumo, 
com tampão citrato de sódio 0,1 M a pH 5, com água destilada a pH 6 e com tampão 
carbonato de sódio 0,1 M a pH 9, na proporção 1:2 (m/v) são apresentados na  
Tabela 7. 
 
Tabela 7 Extração de proteína solúvel a partir do kiwi inteiro em quatro condições distintas; massa dos 
extratos obtidos, sua concentração em proteína solúvel e atividade enzimática específica. 
 
 
ECPap EAct
% proteína ≥80 86,04
mg/mL 1,012 1,044
U/mg 4,39* 1,11
*Para determinação de atividade enzimática específica considerou-se
 80% proteína
Sumo Citrato 0,1 M Água Carbonato 0,1 M
Kiwi (g) 85,6 91,7 92,2 86,2
Extrato proteico (mg) 62,76 595,59 142,19 211,62
Proteína (mg/100 mg de extrato) 95,30 53,43 86,12 62,75
Atividade enzimática específica(U/mg) 14,59 2,68 3,58 0,58
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Verifica-se que a massa dos extratos obtidos difere bastante, dependendo das condições em 
que se deu a extração, com valores entre os 0,73 mg/g kiwi para a extração diretamente do 
sumo e os 6,49 mg/g kiwi para a extração com tampão citrato de sódio 0,1 M. As extrações 
com água e com tampão carbonato de sódio 0,1 M resultaram em 1,54 mg/g kiwi e 2,45 
mg/g kiwi, respetivamente. No que diz respeito à concentração de proteína solúvel e 
respetiva atividade enzimática específica, obteve-se um extrato com 95% de proteína e 
14,59 U/mg na extração diretamente do sumo, 86% de proteína com 3,58 U/mg para a 
extração com água, 63% de proteína com 0,58 U/mg para a extração com tampão 
carbonato e por fim 53% de proteína com 2,68 U/mg para a extração com tampão citrato. 
A quantificação de proteína solúvel e de atividade enzimática do extrato ACTsumo, obtido 
a partir de 3845 g de fruto fresco mostrou um teor proteico de 76,4% e atividade 
enzimática igual a 1,31 U/mg. 
A comparação dos resultados obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos em que 
se procedeu à extração de actinidina (Tabela 8) é difícil tendo em conta a grande 
diversidade de procedimentos e resultados obtidos, quer para a extração, quer para a 
determinação da atividade enzimática do extrato obtido, o que torna evidente a dificuldade 
em comparar estes resultados com os descritos na literatura. Por exemplo, em dois 
trabalhos realizados recentemente, a actinidina foi extraída em três condições distintas, à 
semelhança do que se descreve neste trabalho. Um deles extraiu actinidina a pH 3, 5 e 9 
tendo verificado que o extrato que apresentava maior atividade enzimática era o obtido a 
pH 9 (20), ao contrário do que se observa com este trabalho em que a extração a pH 9 foi a 
que resultou num extrato com menor atividade enzimática. Outro trabalho procedeu à 
extração com SDS a quente, salting out e tampão para SDS-2DE, tendo observado que o 
método por salting out era o mais simples e reprodutível (24), o que vai de encontro ao 
observado neste trabalho. Considera-se que, para aplicações alimentares, não existe 
necessidade de purificação dos extratos obtidos (32).  
Os resultados obtidos devem ser validados e os protocolos otimizados, no entanto, 
tendo em conta que a actinidina é uma enzima solúvel e que se encontra ativa no fruto, o 
facto de o extrato com maior percentagem de proteína e atividade enzimática específica ser 
o obtido por salting out da mesma a partir do sumo do kiwi não é um resultado inesperado. 
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Tabela 8 Resumo de condições de extração descritas na literatura para obtenção de extratos de actinidina. 
Kiwi Extração pH 
Extrato 
(mL) 
Proteína 
(mg/mL) 
Atividade 
enzimática 
Substrato Referência 
Sem casca Polpa + centrifugação (10000 rpm 15 min) 4 - - 1,35 U/mL 
Etanoato de N-α-
benzoil-L-arginina 
(33) 
1 kg, com 
casca 
Citrato de sódio 0,05 M pH 5,5 + sulfato de 
amónio 65% + centrifugação (1500 g 10 
min) + diálise  
5 20 3,48 0,9 U/mL  Hemoglobina (49) 
80 g, inteiro 
 Fosfato de potássio 0,01 M pH 7 1:1 (m/v) 
+ centrifugação (40000 g 20 min) 
7 - - 2,5 U/mg  Azocaseína (21) 
15 g  
 Citrato de sódio 0,1 M pH 5 1:2 (m/v) + 
centrifugação (13400 g 20 min) + 
purificação* 
5 300 0,13 0,46 mg/mL   
 Fosfato de potássio 0,1 M pH 7 1:2 (m/v) 
+ centrifugação (13400 g 20 min)  
7 - - 0,25 mg/mL Caseína (20) 
 Bicarbonato de amónio 0,1 M pH 9 1:2 
(m/v) + centrifugação (13400 g 20 min) + 
purificação* 
9 - - 0,62 mg/mL 
  
Inteiro 
 Tetrationato de sódio 0,01 M com EDTA 
0,001 M (1 L / kg) + centrifugação (15000 
g 30 min) + sulfato de amónio 60% + 
centrifugação (15000 g 30 min) + diálise + 
purificação ** 
5,5 - 10 85,6 U/mg 
Etanoato de N-α-
benzoil-L-arginina 
(50) 
* Cromatografia de troca iónica (coluna SP-Sephadex C-50) + diálise + cromatografia (coluna QAE-Sephadex A-50 eluída com gradiente de pH 5 a 2,5). 
** Cromatografia de troca iónica (coluna DEAE-Sepharose Fast Flow com gradiente NaCl 0 a 0,5 M). 
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 Cinética enzimática 2
Realizou-se o estudo da cinética enzimática dos extratos obtidos após extração em em 
quatro condições distintas com o objetivo de monitorizar e comparar a atividade 
enzimática da actinidina presente em cada extrato, tendo-se utilizado ECPap como controlo 
positivo. A Figura 11 representa a quantidade de azocaseína hidrolisada (máximo de 
absorvância a 440 nm) por miligrama de proteína ao longo de 60 minutos de incubação a 
37 °C e pH 6,8. É possível observar que a actinidina extraída diretamente do sumo é a que 
se encontra mais ativa, hidrolisando em média o que corresponde a 1,43 unidades de 
absorvância por miligrama de proteína. Esta amostra também apresenta um perfil de 
hidrólise enzimática semelhante ao da papaína, cuja média registada foi 1,87 unidades de 
absorvância por miligrama de proteína. A actinidina obtida com água também se mostrou 
bastante ativa, com uma média de 0,678 unidades de absorvância por miligrama de 
proteína e a actinidina extraída com citrato de sódio e carbonato de sódio são as que se 
encontram menos ativas, com média de 0,165 e 0,074 unidades de absorvância por 
miligrama de proteína, respetivamente.  
  
Figura 11 Representação gráfica da digestão de azocaseína 1,5 mg/mL durante incubação com extratos não 
purificados de actinidina e ECPap durante 60 minutos.  
 
Uma vez que esta enzima se encontra associada a funções de defesa no fruto 
(19,28,50), as diferenças observadas devem estar relacionadas com o stress induzido pela 
alteração das condições fisiológicas em que a enzima se encontra naturalmente, o que a 
pode ter ativado e/ou desnaturado a enzima. Para além disso, durante as duas horas de 
extração da proteína solúvel presente no kiwi, a actinidina, que já se encontra disponível no 
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sumo e representa 50% da proteína solúvel pode interagir com outras proteases, com 
inibidores da sua atividade enzimática, pode sofrer auto proteólise, oxidação, entre outros 
eventos que tornam as enzimas biomoléculas tão suscetíveis à desnaturação (77).  
 Zimografia 3
Avaliou-se o efeito do pH e da concentração na atividade enzimática no extrato 
ACTsumo recorrendo a uma zimografia a pH 3, 6 e 8 e com 5, 10 e 15 μg de proteína. A 
Figura 12 apresenta os resultados obtidos onde é possível observar duas bandas digeridas 
em todos os ensaios realizados, uma mais intensa com cerca de 22 kDa, a qual foi 
identificada como a forma ativa madura da actinidina, e outra de menor intensidade, com 
cerca de 34 kDa, identificada como N-preactinidina (28,30,84). As duas bandas observadas 
podem igualmente representar uma outra protease, uma leucilaminopeptidase com máxima 
atividade a pH alcalino e duas isoformas, a qual foi recentemente identificada e 
caracterizada por ensaios bioquímicos específicos para aminopeptidases tendo-se 
concluído que se trata de uma metaloprotease dependente do grupo tiol presente 
essencialmente nas sementes do fruto, mas também no córtex e pericarpo (32), ou ainda 
uma mistura das duas proteases, já que o tampão de desenvolvimento utilizado continha os 
cofatores necessários à atividade de metaloproteases e cisteína proteases. 
 
 
Figura 12 Zimografia do extrato de actinidina com desenvolvimento a pH 3, 6 e 8.  
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Também é possível observar que as bandas digeridas a pH 3 apresentam intensidades 
distintas às observadas a pH 6 e 8. As diferenças observadas podem estar relacionadas com 
o facto de a pH 3 as isoformas ácidas e básicas da actinidina se encontram com a mesma 
carga (positiva), já que o pI das isoformas ácidas é 4 e das isoformas básicas 9. A pH 6 e 8 
as isoformas ácidas e básicas apresentam cargas contrárias, o que sugere que as enzimas 
são mais ativas nesse caso, já que os géis obtidos a pH 6 e 8 são semelhantes, com bandas 
mais largas. Por outro lado, as diferenças observadas podem estar relacionadas com a 
presença da aminopeptidase com atividade máxima a pH alcalino.  
Verifica-se que foram extraídas enzimas proteolíticas com massa molecular distinta 
que são ativas numa vasta gama de pH e cuja extensão da hidrólise se relaciona com a 
quantidade de enzima presente, sendo tanto mais extensa quanto maior a sua concentração, 
como seria de esperar.  
 Hidrólise de glúten com cisteína proteases 4
4.1 Análise dos hidrolisados proteicos por FTIR 
Os resíduos, sobrenadantes e um dos brancos o foram analisados por FTIR na região 
do infravermelho médio para obter uma caracterização geral dos mesmos. Na Figura 13 
apresentam-se os espetros FTIR das amostras analisadas. De um modo geral, é possível 
observar que os espetros dos resíduos e dos sobrenadantes apresentam picos característicos 
da presença de proteína, com picos na região Amida I (~ 1650 cm
-1
), Amida II (~ 1550 cm
-
1
) e Amida III (1400-1200 cm
-1
) (85,86), como seria de esperar, uma vez que são 
hidrolisados de glúten. A principal diferença entre os espetros dos resíduos e os dos 
sobrenadantes é a presença de picos característicos da presença de lípidos (~ 2925 cm
-1 
e ~ 
2855 cm
-1 
resultantes do alongamento de grupos H2 (CH2), ésteres (~1740 cm
-1 
resultantes  
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Figura 13 Espetro FTIR (800-3000 cm
-1
) dos resíduos e sobrenadantes resultantes da incubação do glúten 
com ECPap 0,1, ECPap 1,0 e EAct 1,0. 
 
do alongamento do grupo C=O e hidratos de carbono (1000-1200 cm
-1
), provavelmente 
devido à presença de amido e gordura provenientes do glúten (55). Comparando os 
resíduos e sobrenadantes ao nível de cada amostra obtida, observam-se diferenças na 
intensidade dos picos, pelo que se analisaram as amostras dos sobrenadantes com mais 
detalhe pois não continham vestígios de amido nem de lípidos e porque o espetro do 
resíduo ECPap 0,1 apresenta um perfil semelhante ao dos sobrenadantes. 
Na Figura 14 pode-se observar os espetros dos sobrenadantes de cada uma das 
amostras e branco entre 1750 e 650 cm
-1
, com ênfase para os picos na região Amida I (A)), 
Amida II (B)) e Amida III (C)) (85,86). A observação dos espetros das quatro amostras 
analisadas mostram diferenças crescentes nas intensidades dos picos ao longo de todo o 
espetro, sendo estas crescentes, da região Amida I para a região Amida III, a qual é a 
região em que é mais evidente a diferença entre as amostras analisadas, as quais surgem 
com intensidade crescente B > ECPap 0,1 > EAct 1,0 > ECPap 1,0. Esta observação 
permite supor que as diferenças observadas estão relacionadas com o aumento de 
aminoácidos livres e péptidos solúveis, uma vez que o aumento de intensidade corresponde 
ao aumento de concentração e atividade enzimática das enzimas utilizadas.  
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Figura 14 Espetro FTIR (650-1750 cm
-1
) dos sobrenadantes resultantes da incubação do glúten com ECPap 
0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0 e um branco, B. A) Região Amida I. B) Região Amida II. C) Região Amida III. 
 
Apesar disso, e uma vez que só se observam diferenças na intensidade dos picos, a análise 
dos hidrolisados obtidos por FTIR não permite mostrar que ocorreu hidrólise do glúten 
devido à presença da papaína ou actinidina, apenas que os resíduos e sobrenadantes obtidos 
são ricos em proteína e que os lípidos e amido presentes no glúten de partida se encontram 
nos resíduos. 
4.2 Análise de aminoácidos por cromatografia em fase gasosa com detetor de 
ionização de chama (GC-FID) 
Procedeu-se à análise de aminoácidos presentes nos sobrenadantes resultantes da 
incubação de glúten hidratado com papaína (ECPap 0,1 e ECPap 1,0) e actinidina (EAct 
1,0), assim como de um dos três brancos obtidos (B) com o objetivo de estudar a sua 
composição em termos de aminoácidos em ligação peptídica e livres. 
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Figura 15 Concentração de aminoácidos (aa) em ligação peptídica e livres presentes nos sobrenadantes 
obtidos após incubação de glúten hidratado com ECPap 0,1, ECPap 1,0 e com EAct 1,0 durante 22 horas  a 
37 °C. B: branco. 
 
A composição das amostras e branco encontra-se representada na Figura 15. É possível 
observar que as amostras são maioritariamente compostas por aminoácidos em ligação 
peptídica (cerca de 90%) e uma pequena fração de aminoácidos livres. Em termos de 
aminoácidos totais e em ligação peptídica é possível agrupar as amostras em dois grupos, 
designados a) e b), em que o grupo a) é representado pelas amostras EAct 1,0 e ECPap 1,0, 
e o grupo b) pelas amostras ECPap 0,1 e B. A semelhança entre as amostras ECPap 0,1 e B 
permite supor que neste ensaio não ocorreu hidrólise enzimática na amostra ECPap 0,1. O 
facto de as amostras do grupo a) representarem ensaios na presença de enzima e diferirem 
das amostras do grupo b), por outro lado, permite supor a ocorrência de hidrólise 
enzimática neste grupo. Quanto à concentração de aminoácidos livres, observa-se que as 
amostras exposta à enzima apresentam concentrações de 9,10 e 20 µg/mg para as amostras 
ECPap 0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0, respetivamente e de 6 µg/mg na ausência de enzima 
(B). Os rendimentos obtidos foram de 6,9%, 3,4%, 2,7% e 1,8% para as amostras ECPap 
0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0 e B, respetivamente. A presença de aminoácidos livres no B 
sugere a presença de proteases endógenas na amostra de glúten (69). Tendo em conta estes 
pressupostos, as amostras foram analisadas em termos de aminoácidos livres, após 
subtração dos aminoácidos livres quantificados no branco, com o objetivo de eliminar o 
erro associado à atividade de proteases endógenas.  
Na Figura 16 mostra-se a concentração dos aminoácidos livres predominantes 
(também foram quantificados os aminoácidos Lys, Asx, Ala, Thr, Ser, Tyr e Arg, os quais 
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não estão representados na figura por serem os aminoácidos minoritários em todas as 
amostras). Os aminoácidos da amostra B estão representados com o objetivo de comparar  
 
 
Figura 16 Concentração de aminoácidos livres presentes nos sobrenadantes obtidos após incubação de 
glúten hidratado com ECPap 0,1, ECPap 1,0 e EAct 1,0 durante 22 horas a 37 °C. B:branco. 
 
esta amostra com as resultantes da incubação de glúten com enzimas proteolíticas. 
Observa-se que os aminoácidos predominantes no B são a Leu, seguindo-se Val e Gly e 
Pro, sendo Glx e Phe os aminoácidos minoritários. Quanto às amostras ECPap 0,1-B e 
ECPap 1,0-B, também se observa predomínio de Leu, seguindo-se Glx e Pro (os quais 
apresentam concentrações muito próximas na amostra ECPap 0,1 (0,75 μg/mg e 0,85 
μg/mg, respetivamente) e predomínio de Glx na amostra ECPap 1,0 (4,05 μg/mg e 1,03 
μg/mg para Glx e Pro, respetivamente), sendo os aminoácidos minoritários Phe, Gly e Val. 
Quanto à amostra EAct, verifica-se predomínio dos aminoácidos Glx e Leu, sendo os 
aminoácidos minoritários Pro, Phe, Gly e Val. Estes resultados mostram que os 
aminoácidos livres presentes nos hidrolisados resultantes da incubação com as enzimas 
proteolíticas apresentam uma composição relativa de aminoácidos diferente da do branco, 
mostrando alteração da composição em aminoácidos livres após contacto destas enzimas 
com o glúten. Observa-se que a papaína hidrolisa o glúten com preferência para resíduos 
próximos de Leu e numa taxa dependente da concentração de enzima, uma vez que a 
amostra ECPap 1,0 apresenta mais do dobro da concentração de Leu do que a amostra 
ECPap 0,1, e que a actinidina hidrolisa o glúten, com preferência para resíduos próximos 
de Glx.  
Um estudo realizado em 2009 desenvolveu uma metodologia otimizada para a 
determinação da composição de aminoácidos do glúten (87) em que se reporta o 
Glx Pro Leu Gly Val Phe
B 0,31 0,94 1,96 1,27 1,30 0,25
ECPap 0,1-B 0,75 0,84 1,01 0,10 0,03 0,24
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predomínio de Glx, seguindo-se Pro e Leu com percentagens molares de 31,9, 14,1 e 7,2, 
respetivamente, pelo que é normal que estes sejam os aminoácidos predominantes nos 
hidrolisados obtidos por incubação de glúten com enzimas proteolíticas pouco específicas 
como são a papaína e a actinidina (29). O facto de o aminoácido livre predominante na 
amostra EAct 1,0 ser Glx é um resultado importante, tendo em conta a importância do 
aminoácido Gln na composição do glúten e na reação de desamidação que ocorre na 
doença celíaca (62,87). Também se observa que na amostra EAct 1,0, a Pro, apesar de ser 
o segundo aminoácido mais abundante do glúten, surge numa concentração muito 
reduzida, o que também está de acordo com o descrito na literatura (43). As análises 
realizadas aos sobrenadantes puderam confirmar que ambas as enzimas têm a capacidade 
de hidrolisar o glúten, nomeadamente através da presença de aminoácidos livres e em 
particular dos aminoácidos Leu e Glx (72).  
4.3 Análise de proteínas presentes nas frações hidrolisadas de elevado e baixo 
peso molecular por SDS-PAGE 
Analisaram-se os resíduos e sobrenadantes resultantes da digestão de glúten com papaína 
(ECPap 0,1, ECPap 1,0) e actinidina (EAct 1,0) e os respetivos brancos por eletroforese em 
gel de poliacrilamida em condições não nativas (SDS-PAGE) com o objetivo de observar 
as alterações no perfil eletroforético das proteínas presentes em cada uma das amostras. Os 
géis obtidos encontram-se representados na Figura 17. A análise do perfil eletroforético 
dos resíduos mostra o mesmo perfil para os três brancos, os quais apresentam duas bandas 
entre os 95 e os 72 kDa, provavelmente devido à presença das gluteninas HMW, duas 
bandas entre os 55 e os 43 kDa, devido à presença das gliadinas ω5 e ω1,2, seguindo-se a 
banda com maior intensidade entre os 43 e os 34 kDa, muito provavelmente devido à 
presença das α/β e ɤ-gliadinas e das gluteninas LMW. No caso do ensaio com ECPap 1,0, 
quer no B, quer na amostra, se observa uma banda com cerca de 34 kDa, que pode resultar 
da própria degradação do glúten durante o ensaio realizado ou da presença de proteases 
endógenas. É possível observar que a amostra ECPap 0,1 não apresenta diferenças 
relativamente aos brancos, ao contrário do que se observa para as amostras ECPap 1,0 e 
EAct 1,0. No caso da amostra ECPap 1,0 observa-se um perfil eletroforético bastante 
distinto das restantes amostras, com desaparecimento de bandas com peso molecular entre 
95 e 72 kDa e 43 e 34 kDa, com acumulação de bandas com cerca de 72 kDa, 30 kDa e de 
péptidos com peso molecular menor ou igual a 20 kDa. No perfil eletroforético da amostra 
 46 
EAct 1,0 também se observa acumulação de proteína com cerca de 72 kDa e alguma 
degradação das bandas com peso molecular entre 55 e 43 kDa e 43 e 34 kDa, as quais se 
encontram presentes, mas apresentam menor intensidade.  
 
Figura 17 Géis de SDS-PAGE dos resíduos e sobrenadantes das amostras ECPap 0,1, ECPap 1,0 e EAct 1,0. 
A: amostra; B branco; M: marcador de peso molecular com 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34 e 26 kDa; m: 
marcador de peso molecular com 97, 66, 45, 30, 20 e 15 kDa. 
 
No perfil eletroforético dos sobrenadantes não se observam bandas de elevado peso 
molecular, com exceção da amostra ECPap 1,0 que apresenta duas bandas com cerca de 66 
e 45 kDa, respetivamente. A amostra ECPap 0,1 difere do branco apenas na intensidade 
das bandas, sendo que o branco apresenta bandas com maior intensidade e a amostra 
ECPap 0,1 bandas mais dispersas, o que sugere que as proteínas presentes no branco 
representam as α/β e γ-gliadinas e LMW que solubilizaram devido às condições 
experimentais e/ou à presença de proteases endógenas, mas que as presentes na amostra 
ECPap 0,1, podem resultar da atividade proteolítica moderada da papaína, uma vez que a 
sua concentração também é cem vezes inferior à da amostra, ECPap 1,0, a qual, para além 
das bandas acima referidas, apresenta uma banda adicional com peso molecular inferior a 
20 kDa. A amostra EAct 1,0 também apresenta um perfil eletroforético semelhante ao do 
branco com menor intensidade, nomeadamente entre os 45 e os 30 kDa. Esta amostra 
também tem alguns péptidos com massa inferior a 20 kDa.  
A análise dos géis de SDS-PAGE permite confirmar que a papaína e a actinidina 
conseguem hidrolisar o glúten, sendo a papaína bastante mais eficiente do que a actinidina 
(quando presentes na mesma concentração), como seria de esperar (41,44,50), mas que a 
hidrólise nas condições testadas é praticamente inexistente se a papaína estiver numa 
concentração de 0,100 mg/mL.  
A         B           A           B           A           B                        M
ECPap 0,1         ECPap 1,0            EAct 1,0
m               ECPap 0,1       ECPap1,0         EAct1,0                B
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Os resultados da análise eletroforética aos resíduos e sobrenadantes obtidos no ensaio 
otimizado com ACTsumo apresentam-se na Figura 18. No que diz respeito aos resíduos, é 
possível observar que os brancos apresentam o mesmo perfil eletroforético do que o glúten, 
com duas bandas entre os 97 e os 66 kDa e três entre os 45 e os 30 kDa, uma bastante 
intensa e de menor peso molecular e duas com menor intensidade e maior peso molecular. 
Estas bandas representam as x-HMW, y-HMW, ω5-gliadina, ω1,2-gliadina, sendo a banda 
mais intensa relativa às gluteninas LMW e ɤ, α/β-gliadinas. Todos os hidrolisados de 
elevado peso molecular têm um perfil eletroforético semelhante entre si e muito distinto do 
glúten e brancos. Confirma-se assim que a actinidina tem a capacidade de hidrolisar o 
glúten, nomeadamente as gliadinas e LMW, presentes na banda mais intensa e de menor 
peso molecular (45-30 kDa), e as gluteninas x-HMW, com manutenção de uma banda de 
45 kDa,  
 
 
 
Figura 18 Géis de SDS-PAGE dos hidrolisados proteicos de elevado (A) e baixo (B) peso molecular obtidos 
após incubação de glúten (G) com actinidina 0,5, 1,0 e 1,5 mg durante 1, 2 e 24 horas. B: branco; M: 
marcador de peso molecular com 97, 66, 45, 30, 20 e 15 kDa. 
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provavelmente das ω-gliadinas, e aumento na intensidade da banda com 66 kDa devido à 
hidrólise parcial das gluteninas x-HMW e manutenção das gluteninas y-HMW. Os resíduos 
apresentam ainda bandas adicionais relativamente ao glúten, uma entre os 20 e os 30 kDa e 
outra entre os 20 e os 15 kDa, provavelmente péptidos resultantes da sua degradação. Nas 
hidrólises de uma e duas horas é possível observar que o aumento da concentração de 
actinidina resultou em bandas de baixo peso molecular mais intensas, o que na hidrólise de 
24 horas não se observa, provavelmente porque o glúten encontra-se praticamente 
hidrolisado. Quanto aos sobrenadantes, à semelhança do observado para os resíduos, todos 
os hidrolisados de baixo peso molecular têm o mesmo perfil eletroforético, com duas 
bandas, entre os 30 e os 20 kDa, sendo que os obtidos por incubação durante 24 horas 
apresentam uma larga banda adicional entre os 20 e os 15 kDa. As gliadinas e gliadinas 
LMW mostraram ser mais suscetíveis à hidrólise enzimática.  
Os resultados obtidos estão de acordo com outros estudos em que se investigou o 
efeito da incubação de glúten com proteases. Em 2007 estudou-se o efeito de proteases 
comerciais (alcalase 2,4L (Bacillus licheniformis), pancreatina e tripsina (pâncreas de 
porco), neutrase (Bacillus amyloliquefaciens) e Protamex
TM
 (Bacillus subtilis)) no glúten a 
diferentes temperaturas e pH, tendo-se observado degradação de bandas de elevado peso 
molecular, e aparecimento de bandas com peso molecular inferior a 40 kDa (68). Também 
em 2007 se observou o efeito da hidrólise da papaína no glúten, com solubilização das 
gliadinas e gluteninas LMW, sendo as gluteninas HMW mais resistentes à hidrólise 
enzimática. Em ambos os trabalhos a hidrólise de glúten foi mais intensa nas primeiras 
horas de incubação, com formação de novos péptidos também suscetíveis à hidrólise 
enzimática. Incubações mais longas resultaram na degradação suave das gluteninas, as 
quais são mais resistentes à hidrólise enzimática (72). 
 Considerações finais 5
Avaliaram-se as condições que permitem obter um extrato rico em actinidina e com 
elevada atividade enzimática em quatro condições distintas. Os resultados de proteína total, 
atividade enzimática específica e cinética enzimática foram consistentes e mostraram que o 
extrato que melhor preenche os requisitos definidos é obtido sem adição de solvente, por 
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simples salting out da proteína solúvel presente no sumo do kiwi. O método da azocaseína 
adaptado a leituras de dez em dez minutos revelou-se uma metodologia útil para comparar 
o perfil enzimático dos extratos obtidos e confirmar as diferenças observadas no ensaio de 
atividade enzimática específica.  
Realizaram-se ensaios preliminares e otimizados para estudar o efeito da actinidina no 
glúten. Os resultados obtidos nas análises realizadas por FTIR mostraram que os resíduos 
são constituídos por glúten, lípidos e amido, os quais não se encontram presentes nos 
sobrenadantes ricos em proteína e aminoácidos livres (cuja presença foi posteriormente 
confirmada através da análise de aminoácidos por GC-FID).  
Os aminoácidos livres resultantes da hidrólise do glúten pelas cisteína proteases em 
estudo, com predomínio de Leu nos ensaios com papaína e de Glx nos ensaios com 
actinidina, o que permite supor que a pré-hidrolise de glúten com actinidina pode resultar 
numa redução da concentração de Gln nos hidrolisados de elevado peso molecular obtidos. 
Esta observação pode ter implicações importantes na aplicação da actinidina na produção 
de alimentos gluten free, uma vez que a redução da concentração de Gln também reduz os 
potenciais locais de desamidação do glúten pela TGt. A presença de aminoácidos livres no 
branco alertou para a necessidade de trabalhar com glúten desidratado em ensaios futuros e 
de adicionar um agente inibidor do crescimento microbiano. O predomínio de aminoácidos 
em ligação peptídica alertou para a necessidade de centrifugação a uma velocidade 
superior a 1500 rpm para obtenção de sobrenadantes enriquecidos em péptidos e 
aminoácidos livres provenientes da hidrólise enzimática. 
A análise eletroforética dos resíduos e sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares 
permitiu confirmar que a actinidina consegue hidrolisar o glúten uma vez que se observou 
acumulação de proteína com cerca de 72 kDa devido à hidrólise moderada nas gluteninas 
x-HMW e alguma degradação das bandas com peso molecular entre 55 e 43 kDa e entre 43 
e 34 kDa (gluteninas LMW e α/β e ɤ-gliadinas), as quais surgem nos sobrenadantes, 
juntamente com péptidos de peso molecular inferior a 20 kDa. O predomínio de péptidos 
nos sobrenadantes, observado na análise de aminoácidos também pôde ser confirmado 
através da eletroforese. Este ensaio também mostrou a necessidade de adicionar ureia 
concentrada no tampão de carga dos resíduos com o objetivo de facilitar a sua 
solubilização (88,89) e posterior migração ao longo do gel de poliacrilamida, o qual 
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também deve ter menor percentagem de acrilamida, uma vez que deste modo se obtém 
melhor resolução entre as bandas (78). As análises eletroforéticas realizadas aos 
hidrolisados obtidos nos ensaios otimizados permitiu confirmar que a actinidina presente 
no ACTsumo consegue hidrolisar o glúten, nomeadamente as gliadinas e gluteninas LMW, 
o que vai de encontro ao esperado, já que outros trabalhos já observaram o efeito benéfico 
da suplementação com actinidina na digestão de proteínas hidrofóbicas como o glúten e da 
pré-incubação de glúten com outras proteases.  
Os hidrolisados obtidos neste e em outros trabalhos não foram sujeitos a ensaios 
imunológicos com o objetivo da averiguar a sua aplicabilidade na produção de alimentos 
gluten free, no entanto, este ano foi publicado um trabalho em que se testou o efeito de 
peptidases do trigo, centeio e Aspergillus niger no amido de trigo com 110, 1679 e 2070 
ppm de glúten tendo-se observado que as peptidases presentes no A. niger conseguem 
hidrolisar o glúten até menos de 20 ppm por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) e os resultados confirmados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de 
massa (LC-MS) (90).  
 
 51 
VI. CONCLUSÕES 
Os resultados deste trabalho permitiram concluir que é possível obter um extrato 
enzimático com elevada atividade enzimática através de uma metodologia rápida e 
simples, sem adição de solventes, recorrendo à precipitação da proteína solúvel do kiwi 
com sulfato de amónio a 60%, o que pode ser uma mais-valia à sua obtenção para 
aplicações na indústria alimentar tendo em conta o baixo custo de extração e as 
características do extrato obtido.  
Também foi possível mostrar que a actinidina presente no extrato obtido têm a 
capacidade de hidrolisar o glúten, nomeadamente as subunidades de baixo peso molecular 
do glúten, provavelmente as gluteninas LMW e as ɤ, α/β-gliadinas, com formação de 
péptidos igualmente suscetíveis à hidrólise enzimática e de dimensões dependentes do 
tempo de incubação aplicado. Segundo a literatura, esta é a primeira vez que se estuda o 
efeito do tratamento de glúten com actinidina. 
O estudo realizado permite sugerir a valorização do kiwi de baixo calibre através da 
extração de actinidina e sua aplicação na produção de hidrolisados de glúten. 
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VII. TRABALHOS FUTUROS 
Considera-se importante caracterizar os hidrolisados obtidos quanto à sua 
imunogenicidade e aplicabilidade na produção de alimentos gluten free através de um teste 
imunológico tipo ELISA R5, assim como proceder à identificação e caracterização das 
sequências de aminoácidos presentes nos mesmos por espetrometria de massa com o 
objetivo de perceber quais as sequências enzimaticamente hidrolisadas e a sua relação com 
a alergia e intolerância ao glúten. Os hidrolisados devem igualmente ser caracterizados 
quanto às suas propriedades biológicas (se os péptidos formados são bioativos, por 
exemplo), reológicas (viscosidade, elasticidade) e capacidade emulsionante no sentido de 
propor aplicações concretas, por exemplo na produção de alimentos gluten free e de outro 
tipo de alimentos, assim como para aplicações farmacêuticas e cosméticas, as quais já 
utilizam hidrolisados de glúten como ingrediente nas suas formulações (91). 
No caso de se comprovar a sua aplicabilidade na produção de alimentos gluten free, os 
testes imunológicos devem ser realizados antes e depois do processamento térmico, já que 
no caso da alergia o processamento térmico tem um papel decisivo no desenvolvimento da 
reação alérgica (58), assim como antes e depois da sua digestão gastrointestinal e absorção 
in vitro e simulando condições de intolerância, já que esta reação ocorre quando os 
péptidos não digeridos de glúten chegam à submucosa intestinal de indivíduos 
geneticamente predispostos. 
A realização deste trabalho permitiu alertar para a necessidade de um artigo de revisão 
sobre a actinidina. A literatura apresenta-a como uma proteína com peso molecular de 42, 
30, 25 ou 23 kDa, na maior parte dos trabalhos não se menciona a presença de actinidina 
na forma ativa N-preactinidina e também não existe consenso quanto à atividade 
enzimática das isoformas básicas (ativas ou inativas). A informação disponível deve ser 
analisada e clarificada no sentido de confirmar a presença de uma leucilaminopeptidase, 
descrita como sendo uma metaloprotease. 
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